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1.1. Profibrotische Effekte der Lysyl Oxidase im strukturellen 
Remodeling während Vorhofflimmern 
 
Als häufigste Herzrhythmusstörung mit altersabhängigem Prävalenzzuwachs und Risikofaktor 
für kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität, stellt Vorhofflimmern eine besondere 
Herausforderung dar. Dennoch kennzeichnet die Rhythmusstörung das Fehlen eines definierten 
pathogentischen Substrates. In diesem Zusammenhang überprüft die vorliegende Arbeit die 
Hypothese einer Beteiligung der Lysyl Oxidase am Signaltransduktionsweg, welcher die 
Ausbildung einer interstitiellen Fibrose im Rahmen von atrialem Remodeling bei 
Vorhofflimmern bedingt.  
Proben aus gepaarten linksatrialen humanen Appendices von Patienten mit Sinusrhythmus und 
Vorhofflimmern zeigten einen erhöhten Gehalt an Kollagen (65±7 vs. 37±5 µg/mg Protein), 
sowie ein 2,5-fach gesteigertes Kollagencrosslinking in erkranktem Gewebe. RT-PCR 
(218±42%) und Western Blot Analysen (250±13%) dieser Proben dokumentierten eine 
Zunahme der Proteinexpression der Lysyl Oxidase im flimmernden Vorhof. Des Weiteren 
bestanden Assoziationen zu einer Syntheseaktivierung von AngiotensinII, Connective tissue 
growth factor, Transforming growth factor-β1 und Fibronektin (236±38%), sowie zu einer 
vermehrten Aktivität der Rac1-GTPase im Vergleich zu Patienten im Sinusrhythmus.  
Um die Relevanz des Transforming growth factor-β1 näher zu charakterisieren, wurde ein 
Mausmodell genutzt, dessen transgene Tiere sich durch Überexpression von Transforming 
growth factor-β1 auszeichneten. Bezogen auf den Wildtyp, konnte eine Expressionssteigerung 
sowohl der Lysyl Oxidase, als auch von Connective tissue growth factor und Rac1 beobachtet 
werden. 
In neonatalen kardialen Rattenfibroblasten vermochte der Rac1 spezifische small molecule 
inhibitor NSC23766 die Angiotensin II induzierte Expressionssteigerung der Lysyl Oxidase 
vollständig zu unterdrücken (214±16%). Eine Supprimierung des Connective tissue growth 
factor mittels siRNA Transfektion konnte den Expressionszuwachs der Lysyl Oxidase ebenfalls 
vollständig hemmen. Des Weiteren unterlag der Fibronektin-Metabolismus einer stimulierenden 
Regulation durch AngiotensinII und Connective tissue growth factor, welche durch 
Präinkubation mit dem Lysyl Oxidase spezifischen small-molecule-inhibitor BAPN verhindert 
werden konnte.  
Z u s a m m e n f a s s u n g  
 
 
Linke Vorhöfe transgener Mäuse mit kardialer Überexpression von Rac1 (RacET), welche 
durch spontane Manifestation von Vorhofflimmern in hohem Alter gekennzeichnet sind, wiesen 
im Vergleich mit dem Wildtyp eine gesteigerte Connective tissue growth factor-, Lysyl 
Oxidase- (187±7%) und Fibronektinexpression (627±146%) auf. Gleichzeitig bestand eine 
Assoziation zu einem erhöhten Kollagengehalt (28±2 µg/mg Protein) und Kollagencrosslinking 
(10±0.7) im atrialen Gewebe der transgenen Tiere, verglichen mit den Wildtypen (20±0.4 
µg/mg Protein; 5±0.9). Eine mehrmonatige Applikation von Rosuvastatin hemmt die Aktivität 
der Rac1 GTPase und konnte so die Expressionssteigerung der Lysyl Oxidase und Fibronektin 
supprimieren. Außerdem wurde eine Inhibierung des Kollagenzuwachses, sowie des 
Kollagencrosslinkings, beobachtet, was der Fibrosierungtendenz entgegengewirkt.  
Diese Studie veranschaulicht den Signalweg, welcher die interstitielle Fibrose in der 
Pathogenese von Vorhofflimmmern induziert. Linksatriales Myokard von Patienten mit 
Vorhofflimmern ist, neben einem erhöhten Kollagengehalt und Kollagencrosslinkings, durch 
eine gesteigerte Lysyl Oxidase- und Fibronektinexpression charakterisiert.  In kardialen 
Fibroblasten vermittelt die Rac1 GTPase die Expressionszunahme von Fibronektin in 
Abhängigkeit von der Lysyl Oxidase und Connective tissue growth factor. Eine Inhibition 
dieses Signalwegs vermag einen Angriffspunkt für neuartige kausalitätsbezogene 
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1.2. Lysyl oxidase contributes to fibrotic remodeling during atrial 
fibrillation 
 
Atrial fibrillation is the most common cardiac arrhythmia and a risk factor for cardiovascular 
morbitity and mortality. Nevertheless there is an insufficiency in the knowledge of the 
pathogenetic pathways leading to the fibrillating movements of the myocardium. The present 
work investigates the signal transduction leading to interstitial fibrosis in the pathogenesis of 
atrial fibrillation and atrial remodeling.  
Samples of the left atrial appendage from patients with atrial fibrillation showed higher collagen 
content (65±7 vs. 37±5 µg/mg protein) and 2.5-fold increased collagen crosslinking compared 
to patients with sinus rhythm. RT-PCR (218±42%) and Western Blot analysis (250±13%) 
revealed that the left atrial appendage of patients with atrial fibrillation are characterised by 
increased lysyl oxidase expression. This was associated with increased expression of 
angiotensin II, connective tissue growth factor, transforming growth factor-β1, fibronectin 
(236±38%) and increased Rac1 activity compared to patients with sinus rhythm. 
To further distinguish the relevancy and the regulating capacity of transforming growth factor-
β1, we used a transgenic mouse model. Animals characterized by an overexpression of 
transforming growth factor-β1 showed higher levels of lysyl oxidase-, connective tissue growth 
factor- and rac1-synthesis, referred to their wildtype conspecifics. 
In neonatal cardiac rat fibroblasts, the Rac1 specific small molecule inhibitor NSC23766 
completely prevented the angiotensin II induced upregulation of lysyl oxidase (214±16%) 
expression. Inhibition of connective tissue growth factor by siRNA transfections completely 
inhibited AngII induced lysyl oxidase expression as well. Furthermore, the lysyl oxidase 
specific small molecule inhibitor BAPN prevented an angiotensin II and connective tissue 
growth factor induced fibronectin expression.  
Left atria of transgenic mice with cardiac overexpression of Rac1, which develope atrial 
fibrillation at high age, exhibited upregulation of connective tissue growth factor as well as lysyl 
oxidase (187±7%) and fibronectin (627±146%) expression compared to wildtype. This was 
associated with an increased collagen content (28±2 µg/mg protein) and crosslinking (10±0.7) 
in the atrial tissue of the transgenic mice compared to wildtypes (20±0.4 µg/mg protein; 5±0.9). 
The application of rosuvastatin for several months prevented the increase of lysyl oxidase and 
fibronectin expression and decreased the fibroproliferative remodeling by reducing the increase 
of collagen content and crosslinking. 
This study illustrates the signaling pathway leading to interstitial fibrosis in the pathogenesis of 
atrial fibrillation. Left atrial myocardium of patients with atrial fibrillation is characterized by 
Z u s a m m e n f a s s u n g  
 
 
increased lysyl oxidase and fibronectin expression as well as collagen cross-linking. In cardiac 
fibroblasts, Rac1 GTPase mediates upregulation of fibronectin via lysyl oxidase and connective 
tissue growth factor. Inhibition of this signaling pathway may therefore represent a target for the 
prevention of profibrotic alterations during atrial remodeling. 
 
 





2.1. Definition, Klassifikation und Epidemiologie von Vorhofflimmern 
              
Vorhofflimmern ist eine heterotope Erregungsbildungsstörung mit resultierender 
unkoordinierter atrialer Kontraktion, die zu einer kontinuierlich reduzierten Muskelmechanik 
des Myokards führt. In der Folge wird die hämodynamische Wirksamkeit der Vorhofaktion 
minimiert bzw. aufgehoben [46]. Elektrokardiographisch imponieren schnelle Fibrillationen mit 
Varianz in Größe und Form sowie im Zeitpunkt ihres Auftretens [40]. Vorhofflimmern ist die 
häufigste supraventrikuläre Arrhythmie [46]. 
Die Variabilität der klinischen Symptomatik erstreckt sich von völliger Beschwerdefreiheit über 
Palpitationen, Dyspnoe, Sehstörungen, Schwindel, Leistungseinschränkung, Übelkeit, Brust- 
und Kopfschmerz bis hin zu Kollapsneigung und Synkopen. Die klinischen 
Erscheinungsformen korrelieren dabei in der Regel mit dem Grad der hämodynamischen 
Beeinträchtigung und den Auswirkungen auf die Ventrikelkontraktur [62;109]. 
Die gebräuchlichste Einteilung, die auch Einzug in die Leitlinien der American Heart 
Association (AHA), des American College of Cardiology (ACC) und der European Society of 
Cardiology (ESC) gefunden hat, kategorisiert Vorhofflimmern entsprechend seiner Dauer und 
Remissionspotenz in drei Erscheinungsformen [46]: 
1. Paroxysmales Vorhofflimmern: Rekurrente Episoden von weniger als sieben Tagen mit 
spontaner Terminierung 
2. Persistentes Vorhofflimmern: Rekurrente Episoden von mehr als sieben Tagen mit 
möglicher Terminierung durch medikamentöse Therapie oder Kardioversion 
3. Permanentes Vorhofflimmen: Anhaltende Tachykardie ohne Erfolgsaussichten der 
Terminierung durch Kardioversion 
Als weitverbreitetste chronische kardiale Arrhythmie des Menschen ist die Prävalenz von 
Vorhofflimmern abhängig vom Lebensalter und Geschlecht. Während sie bei den 50-Jährigen 
noch bei 0,5% liegt, steigt sie mit zunehmendem Alter kontinuierlich an und beträgt bei den 80 
bis 90-Jährigen schon 10%. Die Häufigkeit des Auftretens bei Männern ist 2,5fach höher als bei 
Frauen [9;65;170;171]. Während in den USA im Jahr 2006 etwa 2,2 Mio. Einwohner unter 
Vorhofflimmern litten, lag dieser Wert in der EU bei 4,5 Mio. Die Inzidenz verdoppelt sich mit 
jeder Lebensdekade. Diese Altersabhängigkeit führt dazu, dass 70% der Erkrankten zwischen 
65 und 85 Jahre alt sind [40;42;46;50]. 
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Aufgrund seiner Häufigkeit gilt Vorhofflimmern als einer der Hauptgründe für kardiovaskuläre 
Morbidität und Mortalität mit einem Mortalitätsfaktor von 1,5 für Männer und 1,9 für Frauen 
[9;110]. Insbesondere das Schlaganfallrisiko ist unter dem Leiden an der Rhythmusstörung um 
das 3 bis 7-fache erhöht, abhängig von dem Ausmaß folgender ergänzender Pathologien: Neben 
den klinischen Risikofaktoren, wie Alter, Diabetes, arterielle Hypertonie, kongestive 
Herzinsuffizienz, KHK, Herzklappenerkrankungen und Myokardinfarkt, sprechen vor allem die 
echographischen Risikofaktoren für die Beteiligung eines strukturellen Remodelings an der 
Genese von Vorhofflimmern. So steigt die Wahrscheinlichkeit Vorhofflimmern zu entwickeln 
mit der Größe des linken Vorhofs und einer Verdickung der linken Ventrikelwand 
[8;10;161;170]. 
Im Rahmen der demographischen Entwicklungstendenz der Industriestaaten, ist eine Zunahme 
der Anzahl von Patienten mit Vorhofflimmern in den nächsten 50 Jahren abzusehen [50]. 
Bereits von 1996 bis 2006 ist die Zahl an Hospitalisierungen wegen der Rhythmusstörung um 
66% gestiegen. So entstehen jährliche Behandlungskosten in Höhe von ca. € 13,5 Mrd. [46]. Für 
das 21. Jahrhundert wird bereits eine „Epidemie von Vorhofflimmern“  mit enormer 
ökonomischer Belastung prognostiziert [28;157]. 
Umso wichtiger erscheint es geeignete Behandlungsstrategien zu konzipieren, die, im Vergleich 
zu den bisherigen Therapieoptionen, die ursächlichen Aspekte der Erkrankung in den 
Mittelpunkt rücken.  
 
 
2.2. Pathophysiologische Grundsätze von Vorhofflimmern        
-   Remodelingprozesse und deren Auswirkungen auf die atriale 
    Myokardmechanik 
 
2.2.1. Circulus vitiosus: Strukturelles Remodeling bei der Genese von 
Vorhofflimmern 
 
Über 90% aller unter Vorhofflimmern leidenden Menschen präsentieren Strukturveränderungen 
im atrialen Zellverband [133]. Im Mittelpunkt dieses strukturellen arrhythmogenen 
Remodelings der zellulären Vorhofkomposition, steht die Entwicklung einer hyperfibrotischen, 
funktionseingeschränkten Gewebeexpansion [4;86]. Ob diese atriale Dilatation Ursache oder 
Folge des Vorhofflimmerns darstellt, ist derzeit noch ungewiss und erschwert sämtliche 
ätiologische Erklärungsversuche. Insgesamt scheint das Gewebe des Vorhofs deutlich 
empfänglicher für profibrotische Umstrukturierungen zu sein, als das des Ventrikels [58]. Das 
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Interstitium des Myokards setzt sich größtenteils aus Kollagenfibrillen des Typs I und III 
zusammen (85%), einem dehnbaren, aber dennoch recht festen, schwer-elastischen 
Bindegewebetypus. Aufgrund dieser relativen Starre, haben bereits geringe quantitative 
Änderungen der Fibrillenkonzentration erhebliche Auswirkungen auf das passive mechanische 
Verhalten des menschlichen Herzens [24;165]. Dabei besteht die ungünstigste, weil den 
höchsten Grad an Starre aufweisende Konstellation aus einer vorherrschenden Komposition aus 
Kollagen Typ I, einem großen Fibrillendurchmesser und einem hohen Grad an Kollagen-
Crosslinks, wohingegen die umgekehrte Kombination aus vermehrtem Kollagen Typ III-Gehalt, 
einer weniger starken Zunahme des Fibrillendurchmessers und einer geringeren Anzahl von 
zusätzlichen Crosslinks die passiven Mechanismen des Myokards weniger einschränkt 
[118;123;13].  
Ein erhöhter Kollagengehalt konnte bei Patienten mit Vorhofflimmern auch histologisch 
nachgewiesen werden [45]. Dabei geht die Anhäufung von Kollagenfibrillen zum einen mit 
einem Untergang des degenerativen myokardialen Herzparenchyms einher (=reparative 
Fibrose), zum anderen lagern sich hyperplastische Interstitiumzellen zwischen die 
Myozytenbündel und stören somit deren Kommunikation über Gap-junctions (=reaktive 
Fibrose) [6;142]. In Tiermodellen lässt sich die Hypothese, „Tachykardie bedingt eine 
interstitielle Vorhoffibrosierung“, nachweisen. Dabei wurde durch ventrikuläres Tachypacing, 
über den Zwischenschritt einer Kardiomyopathie, eine atriale interstitielle Fibrosierung 
induziert, welche den Remodeling-Vorgängen im Rahmen der Genese von Vorhofflimmern 
beim Menschen gleicht. Die vermehrte Fibrosierung führt hier zu einem reduzierten elektrischen 
Reizweiterleitungsvermögen, welches den Verlauf der Erregungsausbreitung in Form eines 
unidirektionalen Blocks verhindert [5;86]. Diese Pathologie erhöht die Wahrscheinlichkeit von 
Reentries und bedingt somit wiederum die Genese von Vorhofflimmern [32]. Da die 
Vorhoftachykardie an sich aber, wie oben beschrieben, zu einer kontinuierlichen Akkumulation 
von extrazellulären Matrixproteinen führt, wird die Progression der Fibrosierung durch 
Vorhofflimmern weiter vorangetrieben [91]. Dieser Kreislauf führt also zur erneuten Induktion 
bzw. zur Aufrechterhaltung der Rhythmusstörung und lässt eine Übertragung von Wijffels 
Beobachtung „Vorhofflimmern erzeugt Vorhofflimmern“ aus der Elektophysiologie auf die 
strukturellen Adaptationsvorgänge im atrialen Myokard zu [169].  Diesen Circulus vitiosus gilt 
es zu unterbrechen, um das Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern oder zumindest zu 
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2.2.2. Elektrisches Remodeling: The multiple-wavelet-hypothesis und ihre Folgen 
 
Die elektropathopysiologischen Aberrationen unter Vorhofflimmern beschreibt Moe et al. 
anhand der „multiple-wavelet-hypothesis“: Die unkoordinierten Flimmeraktionen werden auf 
multiple, mobile, autonom zirkulierende Erregungswellen zurückgeführt; so genannte Mikro-
Reentrys, die sich durch kontinuierliche Variation in Initialisierung, Termination, Größe, 
Konfiguration und Lokalisation auszeichnen. Für die Stabilität dieser dynamischen 
Erregungskreise gilt: Je höher die Anzahl an parallelen Aktivitäten und je kürzer die Kreisbahn, 
desto unwahrscheinlicher das Sistieren des Vorhofflimmerns [77;103]. Der Einfluss der 
strukturellen Remodelingprozesse auf die Elektrophysiologie ist dabei unabdingbar. Denn die 
Maximalzahl an Mikro-Reentrys ist auf die Menge des erregbaren Gewebes begrenzt. Ein 
großer Vorhof kann folglich mehr Kreiserregungen beherbergen und ist somit empfindlicher für 
Flimmeraktivitäten [23]. Gleichzeitig unterliegt der Reentry-Charakter einer Abhängigkeit von 
lokalen myokardialen Bedingungen in Refraktärzeit und Leitungseigenschaften: Wellenlänge 
der Erregung = Refraktärzeit × Leitungsgeschwindigkeit. Eine kurze Wellenlänge prädisponiert 
dabei für das Auftreten von Vorhofflimmern.  Strukturaberrationen hinsichtlich eines dilatierten 
fibrosierten Vorhofs, dem eine gestörte Kommunikation zwischen den einzelnen Myokardzellen 
zugrunde liegt und somit die Leitungsgeschwindigkeit reduziert, begünstigen also offensichtlich 
die Permanenz der Flimmerbewegung. Die Fibroseareale stellen Hindernisse für die 
Erregungsausbreitung dar, wodurch die Synchronität der Vorhofdepolarisation ausbleibt und 
heterogene Bereiche bezüglich der Refraktärzeit entstehen („dispersion of refractoriness“). 
Abbildung 1 veranschaulicht die Auswirkung vermehrter Fibrosierung auf die myokardiale 
Elektrophysiologie. Die Kombination aus asymmetrischer Expansion der Erregung und der 
lokalen Diskrepanz der Refraktärzeiten vermag die Vulnerabilität des Vorhofmyokards 
bezüglich kreisender Erregungen zu erhöhen und Reentries als Antwort auf einen externen Reiz 
zu induzieren [120;149]. Diese Trigger sind meist Extrasystolen, sogenannte ektope atriale Foci, 
die zu 50% den Pulmonalvenen entstammen, oder auch lokale Ischämien und Inflammationen, 
sowie Änderungen der atrialen Wandspannung, Stimulation des vegetativen Nervensystems 
oder Alkoholintoxikation [40;64;82;109;110;135;136]. Unmittelbar nach der Initiation beginnt, 
als Antwort auf die Kalziumüberladung durch die rasche Depolarisationsfrequenz, eine 
Modulation elektrischer Gegebenheiten. Diese Mechanismen atrialen Remodelings unterstützen 
ihrerseits die Aufrechterhaltung der Flimmerbewegung durch Förderung der Reentry-Genese 
und begünstigen die Persistenz der Rhythmusstörung entsprechend Wijffels Hypothese „atrial 
fibrillation begets atrial fibrillation“ [14;41;51;105;109;160;169].  
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2.3. Molekularbiologische Grundsätze von Vorhofflimmern 
        -   Aberrationen im Zellstoffwechsel und pathogenetisches 
            Potenzial verschiedener Metaboliten 
 
2.3.1. Signaltransduktion mit arrhythmogenem Vermögen: Vom Metaboliten im 
            kardiovaskulären System zu strukturellem Remodeling im Vorhofmyokard 
 
Grundlegende Forschungsarbeiten zur molekularbiologischen Ätiologie von Vorhofflimmern 
konnten bereits eine Assoziation der Rhythmusstörung mit Angiotensin II ausmachen. Der 
Mediator greift gleich mehrfach in die kardiovaskuläre Signaltransduktion ein und vermag  auch 
in der Genese von Vorhofflimmern und der Pathophysiologie der Myokardfibrose eine 
potenzielle Rolle zu spielen [52;53;87].  Im Renin-Angiotensin-System führt eine Ausschüttung 
von AngII zu einer Vasokonstriktion, die die Nachlast am Herzen erhöht, und somit eine 
linksventrikuläre Hypertrophie induziert. Indirekt wird so auch der Vorhof belastet. Denn auch 
hier steigt der Druck, was in einer Erhöhung der Wandspannung resultiert [134]. Diese 
persistente Druckbelastung führt zu Gegenregulationsmechanismen des Gewebes. Es kommt 
zum progressiven strukturellen Remodeling, das durch veränderte Wandbedingungen auch 
Einfluss auf systolische und diastolische Funktionen nimmt [16]. Auch Li. et al. konnten den 
profibrotischen Einfluss von AngII beweisen, indem sie nach Inkubation mit dem Mediator eine 
Steigerung des Kollagen I- & III-Gehalts detektierten. Atriale Proliferation, Wachstum und 
Differenzierung wurden angeregt [87]. Gleichzeitig ist AngII, durch die Fähigkeit zur 
Regulation der Rac1-GTPase, auch für die Aktivierung der NADPH-Oxidase verantwortlich, 
welche ihrerseits die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies beeinflusst. Dabei wird zunächst 
durch posttranslationale Isoprenylation eine Translokalisation von Rac1 vom Zytosol  zur 
Zellmembran bewirkt. Dort wird gebundenes GTP zu GDP gespalten, was die Rac1-GTPase 
inaktiviert und zu ihrer ursprünglichen Position zurückführt. In Folge der Rac1-Aktivität kommt 
es zu einer Stimulation und Interaktion der NADPH-Oxidase-Untereinheiten und schließlich zur 
Bildung von Sauerstoffradikalen, deren proinflammatorischer und profibrotischer Effekt 
bewiesen ist [31;55;89;138]. So gelten reaktive Sauerstoffspezies als Substrat in der 
Pathogenese von myokardialem Remodeling, atrialer Thrombosierung und Atherosklerose 
[3;36;75]. Die Inhibierung der Rac1-GTPase vermag die NADPH-Oxidase getriggerte 
Produktion der Superoxide zu reduzieren und der Fibrosierungstendenz entgegen zu wirken 
[1;31;83]. Als Initiator von strukturellem Remodeling zu Gunsten einer vermehrten 
Fibrosierung und Aktivator der Rac1-GTPase, welche entscheidenden Einfluss auf die 
Signaltransduktion beim Vorhofflimmern nimmt, rückt AngII zunehmend in den Mittelpunkt 
der kardialen Remodelingforschung [1;31;53;74;87;88]. In Vorstudien wurden bereits 
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Quantitätsmessungen von AngII in linken Herzohren von Patienten mit Vorhofflimmern mittels 
ELISA durchgeführt und mit solchen verglichen, die sich nachweislich im Sinusrhythmus 
befanden. Das Ergebnis zeigte eine deutliche Zunahme der Proteinexpression von AngII bei 
erkrankten Personen. Der 7fach erhöhte Gewebegehalt lässt also auf eine Beteiligung des 
Moleküls im Rhythmusgeschehen des Vorhofs schließen [2].  
Als weiterer Modulator fibroproliferativen Remodelings gilt der connective tissue growth 
factor, der die Zusammensetzung und  den Aufbau der extrazellulären Matrix im Sinne einer 
Überexpression von Kollagen TypI und Fibronektin beeinflusst.  Studien zur Charakterisierung 
seiner Bedeutung für die strukturellen pathogenetischen Mechanismen bei Vorhofflimmern, 
postulieren eine Involvierung von CTGF in die AngII-/NADPH-Oxidase-
Signaltransduktionskette. Eine Inhibierung der Rac1-GTPase bewirkte die Supprimierung einer 
AngII-getriggerten Proteinexpressionssteigerung von CTGF [2;26;107]. Außerdem konnte die 
Überexpression des Mediators CTGF, neben AngII, auch durch TGF-β, dem bekanntesten 
profibrotischen Wachstumsfaktor, induziert werden [102]. 
Dennoch bleiben einige Aspekte des Signalwegs ungeklärt. Einen schematischen Überblick gibt 
Abbildung 2.   
 
 
2.3.2. Lysyl Oxidase: enzymatischer Parameter für zunehmende Fibrose 
 
2.3.2.1.   Charakterisierung und Funktion 
 
Die Lysyl Oxidase ist eine Aminoxidase, welche die extrazellulären Bindegewebsstrukturen 
Elastin und Kollagen miteinander und untereinander verlinkt und so zur gesteigerten 
Ablagerung von unlöslichen Kollagenfibrillen führt [146]. Diese Verantwortlichkeit für die 
Unlöslichkeits- und Stabilitätssteigerung der extrazellulären Matrix rückt das Enzym immer 
weiter ins Zentrum des Forschungsinteresses. Insbesondere für Pathologien hinsichtlich der 
Homöostase von Komponenten des Interstitiums, erfährt LOX bzw. sein Vorläuferprotein 
steigende ätiologische Relevanz: So ist beispielsweise eine veränderte LOX-Expression in 
fibrotischen Krankheiten wie Leber-, Lungen- oder Nierenfibrose erwiesen. Des Weiteren 
scheinen Tumorprogression, Metastasierung, das polyzystische Ovarialsyndrom, 
kardiovaskuläre Erkrankungen, wie das Aortenaneurysma, sowie neurodegenerative 
Krankheiten, wie die Alzheimer-Demenz, mit einem pathologischen LOX-Metabolismus 
einherzugehen [71;34;115;158]. Unzureichende Klärung hat dagegen die Untersuchung des 
arrhythmogenen Potenzials von LOX auf myokardialer Ebene erfahren, die für eventuelle 
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Therapieoptionen von Vorhofflimmern, gerade im Hinblick auf die Inhibierung der mit der 
Erkrankung assoziierten Fibrosesteigerung, von Bedeutung sein könnte. 
Biochemisch betrachtet gehört die Aminoxidase in die Familie der LOX-Proteine, bestehend 
aus LOX und vier weiteren LOX-like-proteins (LOXL-1,-2,-3 und -4), welche in Vorkommen 
und mRNA-Expressionsmuster stark variieren. So spielen im kardiovaskulären System lediglich 
LOX, LOXL-1 und LOXL-3 eine Rolle [104]. Es handelt sich funktionell um spezifische 
Proteinasen, die das vom Fibroblasten sezernierte lösliche Prokollagen-Molekül durch 
posttranslationale Modifikation zu aktivieren vermögen und die Ausbildung der triple helikalen 
Kollagen-Monomere induzieren. LOX katalysiert dabei die Oxidation von einem Peptidyl Lysin 
eines Kollagen-Moleküls zu einem hochreaktiven Peptidyl Aldehyd (Abbildung 3). Dieses 
Produkt reguliert schließlich spontane inter- und intramolekulare kovalente Crosslinks zwischen 
den Ketten von Kollagen, indem es mit einer Kette eines noch unmodifizierten Peptidyl Lysins 
reagiert oder sich mit einem weiteren Peptidyl Aldehyd verbindet [63;72;95;119]. Die 
Tertiärstruktur der Fibrillen-formenden Kollagene erlaubt dabei die erforderliche Annäherung 
der Fibrillen (head-to-tail), um die Ausbildung der Crosslinks zu gewährleisten [121]. Die so 
entstandene Matrix stabilisiert das Parenchym sämtlicher Organe und lässt sich, durch Variation 
des Anteils der jeweiligen Bestandteile (Kollagen, Elastin), in ihrem Elastizitätsgrad den 
jeweiligen Anforderungen anpassen [68]. 
 
 
2.3.2.2.   Proteinbiosynthese 
 
Die Synthese von LOX erfolgt über ein Vorläuferpeptid, dessen genetische Informationen auf 
dem menschlichen Chromosom 5q23 codiert ist [57]. Abbildung 4 schematisiert die 
verschiedenen Stufen des Prozesses bis zur Generierung des funktionsfähigen Enzyms. 
Unmittelbar nach erfolgter Translation, wird das Produkt mit Hilfe eines Signalpeptids als Pre-
Pro-LOX zum endoplasmatischen Retikulum der Zelle geschleust, wo es verschiedenen 
Umbauprozessen unterliegt bis es letztendlich seiner Funktion als Katalysator nachgehen kann. 
In einem ersten Schritt erfolgt die Hydrolyse des Signalpeptids. Anschließend wird das übrig 
gebliebene Propeptid glykosyliert und die Übertragung zweier Cofaktoren, Cu
2+
 und Lysin 
Tyrosylquinon (LTQ), realisiert [164]. Die Sekretion erfolgt dann als 50 kDa Propeptid in den 
Extrazellularraum, welches mittels N-Glykosylation durch die Procollagen C-Proteinase  dort 
zum aktiven Metaboliten modifiziert wird. Es handelt sich dabei um das gleiche Enzym, 
welches auch für die Spaltung von Prokollagen zu Kollagen verantwortlich ist, was eine enge 
Korrelation der Stoffwechselwege von LOX und Kollagen vermuten lässt [30;113]. Die 
proteolytische Spaltug von ProLOX findet an der Oberfläche von Fibroblasten statt und 
unterliegt einer Komplexbildung mit Fibronektin, die zum einen eine Konformationsänderung 
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des Proenzyms bewirkt, wodurch das aktive Zentrum zugänglicher gemacht wird, zum anderen 
die Procollagen-C-Proteinase in nähere Nachbarschaft zu ihrem Substrat bringt. Fibroblasten 
aus Knockout-Mäuse, deren Fibronektin-Biosynthese genetisch ausgeschaltet war, wiesen eine 
stark reduzierte proteolytische Aktivität bezüglich der Spaltung von ProLOX zu LOX auf [43]. 
Dies belegt die Bedeutsamkeit der Relation zwischen den beiden Molekülen. 
Nach erfolgter extrazellulärer Aktivierung, eröffnen sich dem Enzym zwei Einsatzgebiete 
entsprechend ihrer räumlichen Separierung: Durch Translokation in intrazelluläre 
Kompartimente von Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen, vermag LOX 
Adhäsion, Zellmigration und Genregulation zu beeinflussen, sowie die Kontrolle von 
epithelialer zu mesenchymaler Transition zu übernehmen [97]. Neben seiner intrazellulären 
Lokalisationen, konnte man LOX auch außerhalb der Zellen ausmachen: so im 
Extrazellularraum von Haut-, Aorta-, Herz-, Lunge-, Leber- und Knorpelzellen [59;69;155]. 
Hier erfolgt auch die Stabilisierung der Kollagenmatrix durch das beschriebene Crosslinking, 
was bei LOX-Knockout-Mäusen etliche Pathologien hervorruft. So induziert das Fehlen des 
Enzyms, durch Destrukturierung der extrazellulären Matrix (Ruptur der interzellulären 
Verbindungen zwischen Gefäßmuskelzellen, Abhebung der Endothelzellen von der 
Basalmembran, etc.), Gefäßrupturen, Dissektionen und Aneurysmen 
[39;48;49;100;117;124;141].  
Die Hypothese einer ätiologisch wirksamen Potenz von LOX in der Genese von 
Vorhofflimmern ergibt sich aus deren Induktionsvermögen für die extrazelluläre 
Substanzsteigerung. Ob und inwiefern das Enzym am strukturellen profibrotischen Remodeling 
bei Vorhofflimmern beteiligt ist, ist Inhalt der folgenden experimentellen Studie. Um eine 
etwaige Beteiligung von LOX am Signaltransduktionsweg bei der Genese von Vorhofflimmern 
zu eruieren, charakterisierten wir einen Regulationsmechanismus über CTGF mittels 
Zellkulturexperimenten in neonatalen Rattenkardiofibroblasten, sowie den Einfluss von TGF-β1 
auf die LOX-Expression in genetisch modifizierten Mäusen.  
 
 
2.3.3. Transforming growth factor-β: fibrogenetisches Zytokin 
 
Die TGF-β-Superfamilie umfasst mehr als 30 Polypeptid-Signalmoleküle, deren Gemeinsamkeit 
sich vor allem auf ihr generelles Wirkprinzip konzentriert. Nach Produktion und anschließender 
Sekretion entfalten die Signalpeptide ihre meist auto- oder parakrinen Effekte durch Bindung an 
spezifische Glycoprotein-Transmembranrezeptoren, die nachfolgend mittels Aktivierung von 
SMAD-Proteinen die Gentranskriptionsmuster der Zelle beeinflussen. In Abhängigkeit des 
jeweiligen Botenstoffes erfolgt die Rekrutierung unterschiedlichster Rezeptorkombinationen, 
wobei jede Konstellation, durch Determination der nachfolgenden Signalübertragung, eine 
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andere Zellantwort induziert [33;76]. Das enorme Spektrum an Möglichkeiten ergibt die Vielfalt 
zellulärer Mechanismen. So etwa die Beteiligung an Zelldifferenzierung, Proliferation, 
Embryonalentwicklung, Immunmodulation, Apoptose, Adhäsion und Migration [11;96]. Diese 
Multifunktionalität der Zytokinfamilie lässt die Pathologien erahnen, welche durch Fehler in der 
qualitativen wie quantitativen Syntheseleisung provoziert werden: Neben der Pathogenese von 
Atherosklerose, Diabetes, Organfibrose sowie der von hereditären hämorrhagischen 
Teleangiektasien, spielt der Mediator auch in der Karzinogenese und der Wundheilung eine 
Rolle. Da außerdem nahezu alle humanen Zellen TGF-β synthetisieren können, ist seine 
Bedeutung in der Erforschung der Zellhomöostase des Organismus immens [122].  
Das Zytokin TGF-β existiert in drei Isoformen, welche sich vor allem in ihrem 
Exprimierungsort unterscheiden. Die im Bindegewebe vorherrschende Variante ist TGF-β1. 
Aktiviertes TGF-β1 setzt sich aus zwei identischen Untereinheiten zusammen, welche durch 
kovalente Bindung über Disulfidbrücken das metabolisch wirksame 25kDa Homodimer ergeben 
[101]. Paradoxerweise bewirkt TGF-β1, abhängig vom Ursprung seiner jeweiligen 
Effektorzelle, zum Teil gegenteilige Resultate. So inhibiert das Zytokin beispielsweise in 
epithelialen, endothelialen und hämatopoetischen Zellen die Proliferation, während das 
Mesenchym deutlich stimuliert wird [18;84]. TGF-β1 gilt hier als potentestes profibrotisches 
Zytokin [11]. Die Pleiotropie des Botenstoffes richtet sich also nach der Beschaffenheit seiner 
Zielzelle, d.h. deren Typus, Entwicklungsstadium, Differenzierungsstatus und Zyklusposition 
[101]. In menschlichen Fibroblasten dermalen Ursprungs, sowie in humanen glatten 
Gefäßmuskelzellen, gilt TGF-β1 als Stimulans der extrazellulären Matrixsynthese und 
wirkungsvollster Aktivator der Kollagensynthese. Als endogener Signaltransduktor einer 
extrazellulären AngII-Stimulation über den AT1-Rezeptor, vermag TGF-β1 nämlich die 
Kollagenexpression der Zelle zu steigern [11;44;152]. Downstream von TGF-β1 lässt vor allem 
sein Vermögen, die Lysyl Oxidase zu regulieren, Rückschlüsse auf seine fibrogenetische Potenz 




2.3.4. Fibronektin: Baustein einer fibroproliferativen Matrix 
 
Wegen seiner beschriebenen Interaktion sowohl mit LOX, als auch mit Kollagen, zog dieses 
440kDa große Glykoprotein unser Interesse an der Charakterisierung seiner Beteiligung beim 
strukturellen Remodeling  im Rahmen von Vorhofflimmern auf sich [43;162]. Durch das 
Eingehen von Bindungen mit Integrinen und Bausteinen der extrazellulären Matrix, entfaltet 
Fibronektin seine Wirkung als Modulator von Adhäsion, Migration, Differenzierung und 
Wachstum und spielt eine Rolle in der Genese von Krebs und Fibrose, sowie in dem Prozess der 
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Wundheilung [114;159]. Mittels alternativem Splicing der prä-mRNA ist es möglich aus dem 
einen Gen, welches für Fibronektin codiert, über 20 verschiedene Isoformen zu generieren [80].  
Das Glykoprotein existiert als Dimer, dessen beide fast identische Polypeptidketten durch zwei 
Disulfidbrücken am C-terminalen Ende kovalent miteinander verbunden sind. Jedes Monomer 
lässt sich in drei Domänen unterteilen, welche sich durch den Aufbau der sich wiederholenden 
Sequenzen unterscheiden und sich dementsprechend in Typ I, II und III aufteilen lassen [145]. 
Dabei kommen jedem Typ unterschiedliche Aufgaben zu. Die Verantwortlichkeit von Typ II 
liegt unter anderem in der Präsentation der Kollagen-Bindungsstelle und kommt insgesamt 
zweimal im Fibronektin-Molekül vor [27]. Entsprechend der unterschiedlichen Löslichkeiten 
der verschiedenen Isoformen, lassen sich zwei Untergruppen bilden [114]: 
1. Lösliches Plasma- Fibronektin, welches in den Hepatocyten synthetisiert wird. 
2. Weniger lösliches zelluläres Fibronektin, welches, von Fibroblasten sezerniert wird. 
Dort akkumulieren die Dimere und lagern sich mit Hilfe von Integrinen zusammen. 
Letztendlich entsteht durch weitere Verzweigung ein Netz aus unlöslichen Fibronektin-
Fibrillen, welches als Bestandteil der extrazellulären Matrix fungiert [168]. Die 
Affinität zellulären Fibronektins zur Lysyl Oxidase ist um ein Vielfaches höher als die 
der plasmatischen Form [43]. 
Uns interessierte die Bedeutung von Fibronektin für atriale Rhythmusstörungen und ob bzw. 
inwiefern Regulationsmechanismen diesbezüglich bestehen. Insbesondere seine enge Relation 
zu LOX und Kollagen lässt auf entscheidende ursächliche Assoziationen der drei Moleküle mit 
pathogenetischen Faktoren unter Vorhofflimmern spekulieren.
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2.4. Eigene Fragestellung 
 
Trotz der großen Bedeutung von atrialem strukturellem Remodeling für die Pathogenese von 
Vorhofflimmern ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus bislang nur teilweise 
bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung dieser zellulären Aberrationen 
bei atrialer Fibrosierung im Rahmen der Rhythmusstörung. Dabei wird insbesondere die 
Hypothese einer Regulation des atrialen strukturellen Remodelings bei Vorhofflimmern durch 
die Lysyl Oxidase getestet.  
Daraus ergeben sich die folgende Problemstellungen: 
 
1. Identifizierung von Molekülen die unter Vorhofflimmern einer Expressionsänderung 
unterliegen: Spielen LOX, TGF-β1 und Fibronektin eine Rolle im strukturellen Remodeling 
des Vorhofflimmerns?  
2. Lokalisation im myokardialen Zellverband: Welcher Zelltypus spielt eine Rolle für die 
Aktivität der Lysyl Oxidase?     
3. Charakterisierung der Interaktionen in vitro: Werden die identifizierten Gene durch Rac1 
reguliert? Welche Auswirkungen haben eine AngII bzw. CTGF-Behandlung? Hat die Lysyl 
Oxidase Einfluss auf den Fibronektin.Metabolismus? 
4. Verifizierung der Ergebnisse in vivo: Spielt die Rac1-GTPase auch eine kausale Rolle im 
strukturellen Remodeling bei Vorhofflimmern in vivo? Welchen Einfluss hat eine 
Überexpression von TGF-β1? 
5. Krankheitsprävention und potentielle Therapieoptionen: Existieren bereits 
Interventionsmöglichkeiten zur Prophylaxe von atrialem strukturellem Remodeling? Lässt 
sich Vorhofflimmern dadurch beeinflussen?
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3.1.1.1.   Primärantikörper 
 
Produkt Hersteller 
α-sarcomeric Actin, Mouse IgM 
Rac1 (clone 23A8), Mouse IgG2b 
Vimentin, Mouse IgG 
LOX, Rabbit IgG 
TGF-β1 (D-12), Goat IgG 
Fibronektin (IST-9), Mouse IgG1 
β-Tubulin (H-235), Rabbit IgG 
GAPDH (6C5) Mouse IgG1 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Upstate cell signaling solutions, NY, USA 
Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA 
Abcam, Cambridge, UK 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
 
 
3.1.1.2.   Sekundärantikörper 
 
Produkt Hersteller 
Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Konjugat 
Goat Anti-Rabbit IgG-Peroxidase 
Rabbit Anti-Goat IgG-Peroxidase 
Rhodamine (FITC)-conjugated Anti-Mouse IgG 
Rhodamine (FITC)-conjugated Anti-Mouse IgM     
Rhodamine (TRITC)-conjugatedanti-rabbit IgG 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Sigma-Aldrich Chemie, München 





























































































(Proteine < 30kDa) 
 
- Sammelgel:  
30% Acrylamid: 2ml; Sammel-Puffer 2,5%: 2.5ml; 
10% SDS: 100 µl; 10% APS: 50 µl; TEMED: 10 µl 
- Trenngel: 
30% Acrylamid: 10 ml; Trenn-Puffer: 7,5 ml; 10% 
SDS: 300 µl; Aqua dest.: 12 ml; 10% APS: 150µl; 
TEMED: 10µl 
- Sammelgel: 
30% Acrylamid: 2ml; Sammel-Puffer 2,5%: 2.5ml;  
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10% SDS: 100 µl; 10% APS: 50 µl; TEMED: 10 µl 
- Trenngel: 
30% Acrylamid: 12 ml; Trenn-Puffer: 7,5 ml; 10% 




3.1.4. Gele für Polymerasekettenreaktion 
 
Produkt Zusammensetzung 




3.1.5. Enzyme und Kits 
 
Produkt Hersteller 
DC Protein Assay Reagent A 
DC Protein Assay Reagent B 
ECL Western Blotting Detection Reagents 
Kollagenase von Clostridium histolyticum 
Pankreatin                       
Omniscript RT Kit 200           
PCR Kit  
Platinum SYBR Green qPCR Mix-UDG 
RNAPure 
RNAsin (RNAse Inhibitor)                                           
Sircol Kollagen Assay Kit 
Transfektionskit 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
GE Healthcare, München 
Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Qiagen,Hilden 
peqLab Biotechnologie, Erlangen 
Invitrogen, Karlsruhe 
peqLab Biotechnologie, Erlangen 
Promega, Madison, WI, USA 
Biocolor Ltd., Carrickfergus, Northern Ireland, 
UK 
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50 × TAE-Puffer 
Aqua dest., 6,78 g/l NaCl, 4,76 g/l HEPES, 8 ml/l Na2HPO4, 1 
g/l Glucose, 0,4 g/l KCl, 8 ml/l MgSO4 x 7 H2O 
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (+ Glukose 4,5 g/l; + L-
Glutamin; – Pyruvat), FKS (10 % [v/v]), Penicillin-Streptomycin 
(20 U/ml Penicillin G; 20 µg/ml), Gentamycinsulfat (0,08 
mg/ml) 
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (+ Glukose 4,5 g/l; + L-
Glutamin; – Pyruvat), Penicillin-Streptomycin (20 U/ml 
Penicillin G; 20 µg/ml), Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml) 
Aqua dest., 144 mg/ml Glycin, 30,3 mg/ml Tris, 10 mg/ml SDS 
ADS-Puffer, 0,6 mg/l Pankreatin, 0,5 mg/l Kollagenase 
F 10 Medium (Ham + Glutamin), Horse Serum (10 % [v/v]), 
FKS (5 % [v/v]), Penicillin/Streptomycin (1 % [v/v]) 
Aqua dest., 5 ml 50 % Glycerol, 1,25 g 10 % SDS, 2,5 ml 0,625 
M Tris, 125 µl/ml 1 M DTT 
100 mM Tris pH 6,8, 4 % SDS, 20 % Glycerol, 1 µg/ml 100 mM 
PMSF, 1 µg/ml Leupeptin, 0,72 µg/ml Aprotinin 
5 g Trockenmilchpulver (1 g) in 100 ml PBS-Tween-Puffer 
Aqua dest., 80 g/l NaCl, 2 g/l KCl, 14,4 g/l Na2HPO4, 2,4 g/l 
KH2PO4; pH 7,4 
Aqua dest., 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 0,24 g/l KH2PO4, 1,44 g/l 
Na2HPO4, 1 ml/l Tween 20 
Aqua dest., 35,06 g/l NaCl, 17,95 g/l Natriumcitrat 
Aqua dest., 200 ml/l Methanol, 14,5 mg/ml Glycin, 2,9 mg/ml 
Tris; pH 8,3 
242g Tris; 57,1 ml Essigsäure; 100ml 0,5M EDTA pH 8,0; Aqua 












Optical Adhesive Covers 
Falcon Cell Strainer (70 µm) 
High Performance autoradiography film 
MicroAmp-96-Well-Reaktionsplatten 
Nitrocellulose/Filter Paper Sandwiches, 0,2 
µm 
P 6 Primera Zellkulturschalen 
Polysine beschichtete Objektträger 
PP-Test-tubes (15 ml, 50 ml) 
Cell Scraper 
Wägeschale 
Zellkulturschale 100 mm  
Zellkulturschale TC-plate 6 well 
VWR International, Darmstadt 
Applied Biosystems, Carlsbad, 
California,USA 
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA 
GE Healthcare, München 
Applied Biosystems, Carlsbad, 
California,USA 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA 
VWR International, Darmstadt 
Greiner-bio.one, Frickenhausen 
Sarstedt, Newton, USA 
VWR International, Darmstadt 




3.1.8. Chemikalien und sonstige Reagenzien 
 
Produkt Hersteller 
Acrylamid Electrophoresis Purity Reagent 
30% 
Agarose 





Connective Tissue Growth Factor (CTGF) 
Fluorescent Mounting Medium 
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
 
Lonza, Basel, Schweiz 
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Sigma-Alderich Chemie, München 
Biozol, Eching  
Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA 
Gibcco BRL Life Technologies, Eggenstein 




Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) 
DL-Dithiothreitol (DTT) 





Farbstoff Sirius RED F3BA 
Farbstoff Fast Green FCF 



























VWR International, Darmstadt 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
VWR International, Darmstadt 
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 
Applichem GmbH, Darmstadt 
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
ssniff, Soest, Germany 
Merck, Darmstadt 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
VWR International, Darmstadt 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 





Sigma-Aldrich Chemie, München 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Merck, Darmstadt 
Carl Roth, Karlsruhe 




Leica Microsystems, Nussloch 
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
Sigma-Aldrich Chemie, München 












Vectashield Mounting Medium with Dapi 
Wasser, vollentsalzt und destilliert (Aqua. 
dest.)  
Xylol 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
AstraZeneca, London, UK 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Scufin, Zeven 
VWR International, Darmstadt 
Sigma-Aldrich Chemie, München 
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 




3.1.9.  Geräte 
 
Produkt Hersteller 
Autoklaviergerät Tuttnauer 3850 EL 
Eismaschine Scotsman Frimont MF 22 
Entwicklungsautomat Curix 60 
Glas-Teflon-Potter 
Hamilton-Spritze 
Magnetrührer Typ RCT 
Metallblockthermostat HTMR-133 
Mikroskope: 
 Nikon Eclipse E600 
             Olympus CK 2 Inverted phase contrast 
Mikrotom 
Mini-Protean 3 Cell 
Mini-Protean Gelgießstand 
Nikon Digital Camera DXM1200F 
pH-Meter 526 
Spectrophotometer DU 730 
Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande 
Scotsman Frimont, Milano, Italien 
Agfa, Mortsel, Belgien 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Hamilton Company, Reno, Nevada, USA 
IKA Labortechnik, Staufen i. Br. 
HLC Biotech, Bovenden, Deutschland 
 
Nikon GmbH, Düsseldorf 
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 
Leica Microsystems, Nussloch 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Nikon GmbH, Düsseldorf 
WTW GmbH, Weilheim 
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA 
 M a t e r i a l  u n d  M e t h o d i k   
 
 
Pipetterhilfe Pipetus Akku 
Power Pac 200 Power Supply 
Röntgenkassette 24 x 30 cm 
Scanner CanoScan 5000F 
Schüttel- und Mischgerät Polymax 1040 
Schüttelwasserbad Typ 1086 
Stickstoffbehälter GT 140 
Stickstofftank Apollo 50 
Taq-Man System 
 
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell 
Vortexer VV3 
Waagen: 
 VIC-Series 0.01g Precision Balances 
             ALC-Series 0.0001g Analytical 
             Balances 
Überkopfschüttler REAX 2 
Zellkulturgeräte: 
 Heracell 150 Cell Culture Incubator 
             Sicherheitswerkbank Heraeus KS 12 
             Sicherheitswerkbank Heraeus HS 12 
Zentrifugen: 
 Biofuge pico 
             Megafuge 1,0 
Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Dr. Goos-Suprema, Heidelberg 
Canon Deutschland, Krefeld 
Heidolph Instruments, Schwabach 
Gesellschaft für Labortechnik, Burgwendel 
Air Liquide, Düsseldorf 
Messer Griesheim, Krefeld 
Applied Biosystems, Carlsbad, 
California,USA 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
VWR International, Darmstadt 
 
Acculab UK, Edgewood, NY 
Acculab UK, Edgewood, NY 
 
Heidolph Instruments, Schwabach 
 
Heraeus Holding, Hanau 
Heraeus Holding, Hanau 
Heraeus Holding, Hanau 
 
Heidolph Instruments, Schwabach 






LabWorks 4.6  
Lucia G, Version 4.81 
Sigma Stat-Software, Version 2.0 
XnView 
UVP, Upland, CA, USA 
Laboratory Imaging, Praha, CZ 
Systat Software GmbH, Erkrath 
Pierre-Emmanuel Gougelet, Reims, 
Frankreich 
 







3.2.1.1.   Isolierung neonataler kardialer Rattenfibroblasten  
 
Zwischen dem zweiten und fünften Tag post partum erfolgte die Wurfentnahme aus dem 
Zuchtbestand von Sprague Dawley Ratten zur kardialen Zellisolation. Die sterile Präparation 
unter Zellkulturbedingungen begann mit der Dekaptierung der neonatalen Tiere. Es erfolgte eine 
kurze 70 %ige Ethanolspülung des Körpers mit anschließender Thoraxeröffnung links 
paramedian. Um das Risiko einer bakteriellen Kontamination zu minimieren, galt es 
Verletzungen des Gastrointestinaltraktes hierbei zu vermeiden. Eine sanfte transthorakale 
Massage provozierte die Verlagerung des Herzens in die obere Thoraxapertur und ermöglichte 
so den kardialen Zugang. Im Folgenden wurden die Gefäßverbindungen des Herzen durchtrennt 
und das Organ in einer zuvor mit ADS-Puffer vorbereiteten 100 mm Zellkulturschale 
aufgefangen. Die Präzisierung der weiteren Präparation diente der Separation von Parenchym 
und perikardialem Gewebe mit Entfernung von Gefäßstümpfen. Dabei erlaubte die geringe 
Größe des Herzens leider kaum den Erhalt des Vorhofmyokards. Das somit erhaltene 
Ventrikelpräparat wurde in eine mit frischem ADS-Puffer gefüllte Zellkulturschale gegeben und 
in ca. 15 gleich große Stücke zerteilt. Der ADS-Puffer wurde nun durch 10ml Enzym-Mix 
ersetzt und die Gewebesuspension unter mehrmaliger Resuspendierung in eine sterile Flasche 
überführt. Zur Effektoptimierung wurde das Gewebelysat nun für fünf Minuten bei 37° C in 
einem Schüttelwasserbad mit 80-100 U/min inkubiert. Hierbei bildete sich ein Überstand 
(Verdau), welcher, ohne Mitnahme von Gewebestücken, mit einer Pipette entfernt und 
verworfen wurde. Es erfolgte eine erneute Applikation von 10 ml Enzym-Mix mit 
anschließender Inkubation der Suspension für 20 Minuten im Schüttelwasserbad. Der Ablauf 
der Inkubationszeit initiierte die Überführung des Überstandes in ein steriles 50 ml Test-tube-
Gefäß, wo die Enzymaktivität unter Zugabe von 2 ml Neonatal Calf Serum (NCS) gestoppt 
wurde. Mittels Zentrifugation bei 700 U/min für fünf Minuten, konnten die enthaltenen Zellen 
von der Lösung getrennt werden. Diese wurde entfernt und das Pellet durch vorsichtiges 
Schütteln in 4 ml zugesetztem NCS gelöst. Die weitere fünfmalige Repetition dieser Prozedur 
unterschied sich lediglich anhand der jeweiligen Verdau-Zeiten: 25 min.; 25 min.; 15 min.; 10 
min.; 10 min. Die somit erworbenen sechs Suspensionen wurden in einem neuen 50 ml Test-
tube-Gefäß gesammelt und anschließend zentrifugiert. Diese abschließende Zentrifugation (700 
U/min, fünf Minuten) brachte die gesamte Zellausbeute der Isolation hervor, nachdem der 
Überstand verworfen wurde. Das Zellzentrifugat wurde im weiteren Verlauf in 4 ml F10-
Medium durch vorsichtiges Schütteln resuspendiert und in einen Falcon Cell Strainer (70 µm) 
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filtriert. Die Filterspülung vor und nach Filtration mit je 1 ml F 10 Medium führte zum Erhalt 
von 6 ml Zellsuspension. Dieses Lysat wurde nun auf zwei 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und 
für 60 Minuten bei 37 °C in einer feuchten Atmosphäre mit 5 % CO2 inkubiert, wobei 
mikroskopisch die Adhäsion der Fibroblasten am Schalenboden kontrolliert wurde. 
Anschließend wurde das Medium mit den darin enthaltenen Kardiomyozyten abgenommen und 
in ein 50 ml Test-tube-Gefäß überführt, um auch diese Zellen weiteren Versuchsreihen 
zuzuführen. Die p0-Generation der Fibroblasten wurde in F 10-Medium in einer 5 %igen CO2-
Atmosphäre bei 37 °C inkubiert.  
 
 
3.2.1.2.   Kultivierung neonataler kardialer Rattenfibroblasten 
 
Nach zwei Tagen war eine etwa 90%ige Zellkonfluenz erreicht, was eine Aufsplittung der 
Fibroblasten auf mehrere Zellkulturschalen (100 mm Zellkulturschale oder TC-plate 6 well) 
bedingte. Das ab dieser Passage (p1) verwendete Medium, DMEM-Nährmedium, wurde unter 
sterilen Bedingungen und vorheriger mikroskopischer Vitalitäts- und Kontaminationskontrolle 
der Zellen alle zwei Tage gewechselt. Die Toleranzgrenze des Zelllinienwachstums wurde auf 
die Ausbildung eines konfluenten Zellrasens determiniert. Je nach Entwicklungsstand erfolgte 
somit etwa alle fünf Tage eine Subkultivierung durch Trypsinierung (0,25 % Trypsin in PBS-
Puffer). Ziel war der Erhalt des blastären Zustandes; eine weitere Differenzierung zu Fibrozyten 
war zu vermeiden. Nachdem die Kultivierung der Zellen schließlich die Ausbildung eines ca. 
80%ig konfluenten Zellrasens mit ausreichend hoher Anzahl an Zellkulturschalen für die 
anschließenden Behandlungen erreichte, wurde das Nährmedium abgesaugt und durch DMEM-
Hungermedium ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von 12-24 Std erfolgte die Zugabe 
verschiedener Substanzen in das DMEM-Hungermedium mit anschließender Inkubation. 
Angaben zu Dosis und Zeit der Behandlungen werden an entsprechender Stelle weiter unten 
gemacht. 
Die Reaktion der neonatalen kardialen Fibroblasten wurde durch Waschung mit autoklaviertem 
1×PBS gestoppt, was gleichzeitig die Zellernte einleitete. Nach Applikation von 100 µl eines 
hypotonen Lysepuffers wurde der Zellverband und dessen Anheftung an den Kulturschalen, 
unter Zuhilfenahme eines Schabers, aufgelöst, Zellbestandteile liberiert und in Eppendorfgefäße 
überführt. Die anschließende Erhitzung des gewonnenen Gesamtlysats auf 95° C für vier Min 
garantierte die Denaturierung der Proteine. Im weiteren Verlauf wurde zunächst die 
Bestimmung der Gesamtproteinmenge und folgend eine quantitative Analyse der 
Proteinexpression mittels Western Blot durchgeführt. Die verbliebene Zellprobe wurde bei -
20°C eingefroren. 
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3.2.1.3.   Behandlung neonataler kardialer Rattenfibroblasten 
 
Um die zelluläre Antwort auf äußere Reize zu detektieren, wurden die Fibroblasten, nach 
Inkubation mit dem DMEM-Hungermedium, dem entsprechenden Agens ausgesetzt. 
Konzentration und Dauer dieser Provokation waren dabei abhängig von der jeweiligen 
Substanz: 
 
Tabelle 1: Behandlungen 
 
 Konzentration Dauer 
AngII 1µM 3 Std. 
NSC 100nM 21 Std. 
CTGF 1ng/ml 1 Std. 
BAPN 100nM 21 Std. 
 
 
3.2.2. Humane linksatriale Appendices 
 
Mitralklappenoperationsbedürftige Patienten stellten die Quelle der Gewebeproben aus 
humanen linksatrialen Appendices dar, die freundlicherweise von Prof. Schäfers, Universität 
des Saarlandes, zur Verfügung gestellt wurden [1]. Eine präoperative elektrokardiographische 
Einteilung dieser Patienten erfolgte, als Grundlage der späteren Versuchsreihe, in 
Sinusrhythmus oder permanentes Vorhofflimmern, wobei sich die Definition von permanentem 
Vorhofflimmern auf eine Dokumentation der Rhythmusstörung über mehr als sechs Monate 
bezog. Schließlich wurden beide Gruppen bezüglich ihres Vorhofdurchmessers, ihrer 
linksventrikulären Funktion und ihrer Medikation gepaart. Die präoperativen Konditionen für 
alle Patienten beliefen sich auf einen medikamentösen Verzicht für mindestens zwölf Stunden 
und eine standardisierte Echokardiographie. Die entsprechenden detaillierten Charakteristika 
der Patienten sind in Tabelle 2 dargestellt. 
Zur Konservierung wurde das perioperativ entnommene Gewebe schockgefroren und bei -80 °C 
aufbewahrt.  
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Tabelle 2: Patienten-Charakteristika 
  
SR SEM AF SEM P 
n = 10  10    
männlich (weiblich) 5(5)   5(5)     
Alter [Jahre] 66,0 6,6 72,0 2,5 ns 
Größe [cm] 163 4,6 174 2,7 ns 
Gewicht [kg] 82 3,2 85,0 4,2 ns 
LA [mm] 53,2 2,4 54,2 5,2 ns 
LVEF [%] 54,6 9,2 58,7 3,4 ns 
LVESd [mm] 41,5 5,2 40,6 8,3 ns 
LVEDd [mm] 56,7 4,7 54,7 3,2 ns 
IVSd [mm] 12,0 1,0 12,1 0,9 ns 
LVPWd [mm] 12,5 1,2 11,8 1,5 ns 
Beta-Blocker 7   7     
ACE-/ AT1-Hemmer 8  8    
Aldosteron-Antagonisten 1   1     
Kalzium-Antagonisten 1  1    
Diuretika 7   10     
Nitrate 0  1    
Digitalis 0   2     
Amiodaron 0  0    
Sotalol 0   0     




    
     
 
 
ACE = Angiotensin Converting Enzyme, AT1 = Angiotensin II-Rezeptor Typ 1, KHK = koronare 
Herzkrankheit, FS = Fraction of Shortening (Verkürzungsfraktion), IVSd = interventrikuläre Septumdicke, 
LA = linker Vorhof, LVEDd = linksventrikulärer enddiastolischer Durchmesser, LVEF = 
Linksventrikuläre Ejektionsfraktion, LVESd = linksventrikulärer endsystolischer Durchmesser.  
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Die folgenden Quantifizierungsanalysen begannen mit der Gewebehomogenisierung durch 
Applikation von hypotonem Lysepuffer und Präparationmittels eines Glas-Teflon-Potters. Nach 
anschließender Zentrifugation des Gewebelysats für eine Minute bei 2000 U/min, konnte der 
Überstand zur weiteren Verwendung gewonnen werden. Neben einer Proteinbestimmung nach 






3.2.3.1.   Transgene Mäuse mit kardialer Rac1-Überexpression (RacET) 
 
Diese transgenen Mäuse zeichnen sich durch kardiale Überexpression an konstitutiv aktivem 
(V12) Rac1 unter Kontrolle des alpha-myosin heavy chain (MHC)-Promotors (RacET) aus. Sie 
entstammen der Anzucht von Mark A. Sussmann (San Diego State University, SDSU Heart 
Institute and Department of Biology, San Diego, CA, USA), welcher die Merkmale der Tiere 
charakterisierte [150]. Als Kontrolle bewährten sich FVBN-Mäuse (Charles River Laboratories, 
Sulzfeld), die wir als Wildtyp (WT) betitelten. Entsprechend ihrer Zuordnung in Fall- und 
Kontrollgruppe, wurden die Mäuse wurden mit herkömmlichem Futter (ssniff) mit oder ohne 
den Zusatz von 0,4 mg Rosuvastatin pro Tag gefüttert. Die Auswahl von Rosuvastatin 
begründete sich in den erfolgreichen vorausgegangenen Mausexperimenten mit diesem 
Medikament [1;2]. Das transthorakale elektrokardiographische Monitoring aller Mäuse am 
Vortag und am Tag der Tötung detektierte Herzfrequenz, Herzrhythmus und die Existenz von P-
Wellen. Lungen- und Leberperfusion wurden definiert als Feuchtgewicht minus 
Trockengewicht. Die Charakteristika der Tiere sind in Tabelle 3 im Detail dargestellt. 
Die Tötung der Mäuse erfolgte im Alter von zehn Monaten. Im Anschluss wurde ein kleiner 
parenchymatöser Gewebeanteil aus dem linken Ventrikel entnommen, in hypotonem Lysepuffer 
suspendiert und schließlich mit Hilfe eines Glas-Teflon-Potters vollständig homogenisiert. Aus 
dem gewonnenen Lysat erfolgte die Anfertigung einer Proteinbestimmung nach Lowry und 
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Tabelle 3: Charakteristika von WT-, RacET 10- und RacET 10 + Statin-Mäuse. 
  WT SEM 
RacET 
    10 
SEM 
RacET 10  
 + Statin 
SEM           P 
Herzfrequenz  
[Schläge/Minute] 
216,0 5,1 243,3 24,9 247,0 20,3           ns 
Maus [g] 23,1 0,4 39,6 1,5 34,6 2,5 <0,001/ns/0,001 
Tibia [mm] 16,8 0,2 18,2 0,3 17,2 0,1 <0,001/0,003/ns 
Herz [mg] 131,0 14,0 238,1 17,4 224,3 22,4 <0,001/ns/0,001 
Vorhof [mg] 10,3 1,0 19,4 1,3 17,4 2,5 <0,001/ns/0,007 
LV [mg] 92,6 11,6 165,7 14,4 153,1 16,4 0,001/ns/0,006 
RV [mg] 15,1 1,2 26,3 1,6 25,1 2,7 0,001/ns/0,001 
Lungenwasser [µl] 151,0 15,7 164,3 23,4 175,8 7,8 ns 
Leberwasser [µl] 751,4 113,3 1686,2 324,7 1342,0 73,4 0,003/ns/0,049 
Herz[mg]/Tibia[mm] 7,7 0,7 14,3 1,5 13,4 1,3 0,001/ns/0,003 
Vorhof[mg]/Tibia[mm] 0,6 0,0 1,0 0,1 1,0 0,1 ns 
Vorhof[mg]/Herz[mg]/ 
Tibia[mm] 




       
        
        
3.2.3.2.   Transgene Mäuse mit TGF-β1-Überexpression 
 
Das linksventrikuläre Myokard TGF-β1 überexprimierender Alb/TGF-β1 (Cys223,225Ser)-
transgener Mäuse diente der Charakterisierung und Präzisierung eines potenziellen Einflusses 
einer endogenen TGF-β1-Stimulation auf die myokardialen Geschehnisse der 
Molekularbiologie, insbesondere im Hinblick auf atriales Remodeling. 
Wild-Typ Mäuse (WT) wurden mit zehn Monate alten RacET (RacET 10) und mit RacET 10 + Statin-
Mäusen verglichen, die für zehn Monate mit 0,4 mg Rosuvastatin pro Tag behandelt wurden. n = 9. 
LV = linker Ventrikel, RV = rechter Ventrikel 
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Die Überlassung der murinen Myokardproben erfolgte durch die Arbeitsgruppe von PD Dr. S. 
Rosenkranz (Universität Köln), während die Konzipierung des Alb/TGF-β1 (Cys
223,225
Ser)-
transgenen Mäuse-Modells auf Dr. N. Sanderson und Dr. S. S. Thorgeirsson (National Cancer 
Institute, NIH, Bethesda/MD/USA) zurückzuführen ist. 
Das Alb/TGF-β1 (Cys223,225Ser)-Transgen existiert als 4,7kbp-Fusionsgen, welches sich aus den 
regulatorischen Elementen des murinen Albumin-Gens (Enhancer und Promotor), einem 
modifizierten Schweine-TGF-β1-cDNA-Fragment (1,5kbp) und der 3`-Region des humanen 
Wachstumshormon-Gens (625bp) zusammensetzt. Es entsteht durch Mikroinjektion des 
porcinen TGF-β1-cDNA-Fragmentes in die befruchteten Eizellen von F1-Mäusen (C57BL/6J × 
CBA; Jackson Laboratories, Bar Harbor/ME/USA). Vor Vollzug der Insertion in das 
Fusionsgen wird an den Positionen 223 und 225 der Aminosäuren-Sequenz (Pro-Region der 
inaktiven Prä-Pro-Form von TGF-β1) dieses Fragments jeweils Cystein durch Serin substituiert. 
Dies bewirkt in der phänotypischen Ausprägung eine bevorzugte Sekretion der aktiven Form 
von TGF-β1 [132]. So erreicht die Transgen-Expression der modifizierten Mäuse in der Leber 
eine mehr als 10-fache Steigerung mit entsprechendem Anstieg der TGF-β1-Konzentration, 
sowie eine 7-fache Erhöhung der TGF-β1-Konzentration im Myokard gegenüber gleichaltrigen 
Kontrollmäusen auf [137]. 
Nach Spülung und Gewichtsbestimmung der tiefgefrorenen Herzen wurde das perikardiale 
Gewebe mit einem Skalpell abgetrennt und verworfen. Anschließend erfolgte die Separierung 
des Herzens in einen rechtsventrikulären und einen linksventrikulären Anteil. Das 
linksventrikuläre Parenchym wurde, entsprechend der im weiteren Verlauf stattfindenden 
Analysen, in eine Fraktion zur Homogenat-Präparation (für Proteine) und eine Fraktion zur 
Nukleinsäue-Präparation (für RNA) aufgeteilt. Die vorläufige Lagerung der Proben erfolgte bei 
-20°C. Die Homogenisierung für die Western Blot-Analysen wurde auch hier durch Zugabe 






Um die Assoziation von CTGF und der LOX-Expressionssteigerung in den kardialen 
Rattenfibroblasten zu kausalisieren, erfolgte eine CTGF-Synthesehemmung in diesen Zellen. 
Die praktische Umsetzung wurde entsprechend den Herstellerangaben des Reaktionskits, durch 
eine siRNA (small interfering RNA) Transfektion erreicht, in deren Verlauf eine mRNA-
Zielsequenz spezifisch degradiert wird (=Silencing), um die Inhibition des entsprechenden 
Proteins zu provozieren. Wir nutzten also CTGF-spezifische Sequenzen (CTGF siRNA; sc-
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39330, Santa Cruz; USA)  in der Fallgruppe, sowie unspezifische Fluoreszin-konjugierte siRNA 
(scrambled RNA; sc-36869) zur Kontrolle. 
Zu Beginn erfolgte die Herstellung des Transfektions-Mixes für die jeweiligen Fall- und 
Kontrollproben. Während die Lösung für die KontrollsiRNA 12 µl KontrollsiRNA, 12 µl 
Transfektionsreagenz und 1200 µl Transfektionsmedium enthielt, setzte sich diejenige für die 
CTGFsiRNA aus 48 µl CTGFsiRNA, 48 µl Transfektionsreagenz und 1200 µl 
Transfektionsmedium zusammen. Diese Stocklösungen wurden, nach 30-minütiger Inkubation 
in Dunkelheit, auf 4,8 ml Volumen, mittels Zugabe von Transfektionsmedium, aufgefüllt und 
resuspendiert. Konfluente Zellen wurden anschließend mit 1 ml Transfektionsmedium 
gewaschen und mit jeweils 800 µl der entsprechenden Stocklösung pro Well für 7 Std. 
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Transfektions-Mix abpipettiert und die 
Zellen für 18 bis 24 Std. mit je 2 ml Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (DMEM) bei 
37°C im Brutschrank kultiviert. Im Anschluss wurden sie gehungert und für 3Std. mit 1µM 





3.4. Proteinexpression und Western Blot 
 
Die Western Blot-Analyse ist ein Verfahren der Proteinquantifizierung, bei dem gewonnenes 
Gesamtprotein aus Zelllysaten gelelektrophoretisch aufgetrennt wird, um die enthaltenen 
Proteine gemäß ihres, durch Molekulargröße, Nettoladung und Konformation determinierten, 
Wanderungsverhaltens im elektrischen Feld zu separieren.  
Zunächst erfolgt eine Auftrennung der Proteine im Rahmen einer SDS-PAGE (Sodium-
Dodecyl-Sulfat-Poyacrylamid-Gel-Elektrophorese). Entscheidend hierfür ist die 
Zusammensetzung des Trägermediums. Die Polyacrylamid-Gele bestimmen anhand ihrer 
Porengröße die spätere Trennschärfe. Somit muss, durch Variation des Gel-Vernetzungsgrades, 
eine Anpassung der Gel-Dimension an die Proteingrößen erfolgen (8%ige Gele für Proteine MG 
> 70 kDa, 10%ige Gele für Proteine mit einem MG von 40-70 kDa, 12%ige Gele für Proteine 
mit einem MG < 40 kDa). Nach Einbringen der Proteine in wässrige Lösung, werden diese mit 
SDS versetzt, welches ebenfalls ein Bestandteil des Gels darstellt und dessen anionische 
Gruppen den einzelnen Proteinen eine nach außen negative Ladung verleihen. Außerdem gehen 
die Fettsäureanteile von SDS Bindungen mit hydrophoben Proteinregionen ein und minimieren 
so unspezifische Interaktionen. Der Gebrauch von Mercapto-Ethanol in den Gelen begründet 
sich in dessen Vermögen zur Destruktion von Protein-Komplexen und solchen 
Proteinkonformationen, welche durch Disulfidbrückenbindungen stabilisiert werden. Resultat 
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ist die Präsentation der negativ geladenen Einzelkomponenten, welche, bei Anlage der 
Elekrophorese, im elektrischen Feld in Richtung Anode wandern. Die Separation wird durch 
das jeweils variierende Molekulargewicht der Proteine gewährleistet, welche im weiteren 
Verlauf auf eine Nitrozellulosemembran übertragen werden (=Blot, Abklatsch). Die optische 
Darstellung erfolgt schließlich durch zweifache Antikörperapplikation.  Neben einem 
spezifischen, gegen das gesuchte Protein gerichteten Antikörper, wird in einem zweiten Schritt 
ein Peroxidase-konjugierter Antikörper zugegeben, der an den ersten bindet. Nach jeweiligem 
Abwaschen der ungebundenen Antikörperfragmente, wird der Membran ein 
Fluoreszenzfarbstoff zugesetzt. Dieser beginnt in Folge der Katalyse durch die Peroxidase zu 
fluoreszieren und wird mit mittels Röntgenfilm sichtbar gemacht. Das Protein von Interesse 
kann so, anhand seines spezifischen Bandenmusters, identifiziert und das Signal durch 
Densitometrie quantifiziert werden.  
 
 
3.4.1. Proteinbestimmung nach Lowry 
 
Die Methode nach Lowry dient als grundlegendes Prinzip für Proteinbestimmungen [94]. 
Hierbei handelt es sich um ein zweifach kolorimetrisches Verfahren, in dessen Rahmen 
zunächst ein Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer Lösung gebildet wird (Bio-Rad, Dc Protein 
Assay Reagent A), welcher im Folgenden ein appliziertes Phosphomolybdat-Phosphowolfram-
Reagens (Bio-Rad, Dc Protein Assay Reagent B) reduziert. Die Proteinkonzentration der Lösung 
ist dabei proportional zu der Intensität ihrer Blaufärbung. Die photometrische Messung erfolgt 
schließlich bei 540 nm, wobei Rinderserumalbumin in einem Konzentrationsbereich von 100 - 
1000 µg/ml als Standard dient. 
Beginnend mit der jeweiligen Probenverdünnung im Verhältnis 2:20 mit Aqua destillata (2µl 
Probe + 18µl Aq. d.), wurde die Lösung anschließend in zwei Schritten zunächst mit 100µl 
Reagens A, dann mit 800µl Reagens B versetzt und gevortext. Nach Ablauf einer 
Inkubationszeit von 15 min bei RT, wurde die Absorption der Ansätze bei 540nm gegen einen 
Leerwert, bestehend aus 20µl Aq.d., 100µl Reagens A und 800µl Reagens B, photometrisch 












Die Aushärtung der SDS-Polyacrylamid-Gele erfolgte mit Hilfe von Glasplatten und Spacern, 
sodass die erreichten Dimensionen einheitlich bei 16cm × 16cm × 1,5mm mit 10 Spuren lagen. 
Um eine quantitative Proteinäquivalenz der Spuren zu gewährleisten, dienten die ermittelten 
Proteinkonzentrationen als Berechnungsgrundlage für die Determination der entsprechenden 
Ladevolumina. Falls nicht anders angegeben wurden schließlich jeweils 100 µg des Gesamtlysat 
auf ein 10 % SDS-Polyacrylamidgel geladen und mit einer äquivalenten Menge Ladepuffer 
versetzt (5µl Mercapto-Ethanol pro 100µl Probenpuffer). Danach wurden die Ansätze gevortext, 
zentrifugiert und für 7min bei 70°C thermisch behandelt, wodurch eine Denaturierung der 
enthaltenen Proteine garantiert wurde. Mittels einer Hamilton-Spritze konnten die präparierten 
Ansätze anschließend in Unterlegetechnik auf das SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen werden. 
Zur späteren Bandenidentifizierung erfolgte die Applikation eines gültigen Markers parallel zu 
den Proben (High Range Marker mit MG-Standardbereich von 36-205kDa oder Low Range 
Marker mit MG-Standardbereich von 6,5-66kDa). Nach Anlegen des elektrischen Feldes mit 
einer Stromstärke von 30mA und der Applikation einer ausreichenden Menge 
Elektrophoresepuffers, begann die elektrophoretische Auftrennung bis nach ca. 150min die 





Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine, war deren Übertragung aus 
dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran indiziert.  Die Verwendung eines Transferpuffers 
und Filtern erlaubte die Realisation im Semi-Dry-Blotting-Verfahren mit der Trans-Blot SD 
Semi-Dry Transfer Cell von Biorad.  
Die Nitrozellulose-Membran wurde, in Abhängigkeit des Molekulargewichts des zu 
charakterisierenden Proteins, nach 45-60min bei 200mA aus dem elektrischen Feld entfernt und 
für circa 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer 5%igen Milchpulver/Ampuwa-Lösung 











Zur Quantifizierung der Proteine auf ihrem Trägermaterial, wurden die Nylonmembranen 
anschließend mit einem spezifischen Antikörper für eine Nacht bei 4 °C dynamisch inkubiert. 
Nach Ablauf einer Inkubationszeit von mindestens 12 Std. erfolgte eine Membranwäsche mit 
PBS-Tween-Puffer, um die nichtgebundenen Antikörperfragmente zu entfernen. Ein zweiter, 
Peroxidase-konjugierter Antikörper gegen Proteinstrukturen des Primärantikörpers wurde 
appliziert und die Membranen für 30 Minuten bei Raumtemperatur dynamisch inkubiert. 
Wieder wurden die ungebundenen Fragmente im Anschluss an die Komplexbildung mit PBS-
Tween-Puffer abgewaschen. Die Proteinbanden von Interesse lagen nun in zweifach antikörper-
gebundener Form vor, wodurch eine optische Darstellung mittels eines ECL-Kit ermöglicht 
wurde. Gemäß den Herstellerangaben, konnten die nachzuweisenden Banden auf 
Röntgenfilmen sichtbar gemacht und densitometrisch quantifiziert werden. Eine Peroxidase-
vermittelte Chemilumineszenz-Reaktion determiniert hierbei nämlich eine 
Röntgenfilmschwärzung im Bereich der Antikörper-markierten Banden, deren Intensität 
proportional zum Proteingehalt ist. Zur Entwicklung der Filme in der Dunkelkammer wurden 
schließlich ein Curix-Entwicklersystem und AGFA-Reagenzien herangezogen. 
 
Tabelle 4: Antikörperverdünnungen Primärantikörper 
 
 
Konzentration Dauer Gel Proteinmenge 
LOX 2 µg/ml eine Nacht 10%ig 100 µg 
Rac1 1:3000 eine Nacht 12%ig 100 µg 
TGF-β1 1:250 eine Nacht 12%ig 100 µg 
Fibronektin 1:500 eine Nacht 8 %ig 200 µg 
Tubulin 1:500 eine Nacht entsprechend entsprechend 
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Anti-mouse 1:5000 30 min 




3.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Als mRNA-Quantittätsanalyse erlaubt die Polymerease-Ketten-Reaktion die Detektion der 
Transkriptionsraten, durch spezifische Oligonukleotide (=Primer) definierter, linearer 
Genabschnitte. Dabei wird in einem ersten Schritt zuvor isolierte RNA, unter Einsatz des 
Enzyms „Reverse Transkriptase“, in die komplementäre DNA-Sequenz umgeschrieben. Dieses 
cDNA-Syntheseprodukt wird anschließend durch kontrolliertes Erhitzen zunächst aufgetrennt 
und dient dann in der folgenden Polymerasesynthesereaktion als Matrize für die spezifischen 
Oligonukleotide, deren Anlagerung an den DNA-Einzelstrang die Katalyseaktivität 
thermostabiler DNA-Polymerasen ermöglicht. Der Gebrauch der Primer im Überschuss 
ermöglicht multiple Reproduktionen des entstandenen doppelsträngigen 
Hybridisierungsproduktes. Durch zyklisches Erhitzen und Abkühlen der Reaktion lässt sich 
dieser Vorgang somit mehrfach wiederholen, resultierend in der exponentiellen Genese neuer 





Als Vorraussetzung für die Anwendung einer PCR gilt die Erfassung der mRNA-Expressionen 
in den jeweiligen Proben. Hierzu wird zunächst die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. 
Beginnend mit der präparierbesteckassistierten Entnahme von 20-25 mg Gewebe aus den 
entsprechenden Proben (linke humane Herzohren, sowie TGF-β1-Mäuse), erfolgt die 
Materialgewinnung im Weiteren unter Applikation von je 1ml RNA-Isolationslösung.  Die 
angestrebte Homogenisierung der Präparate konnte mit einem Glas-Teflon-Potter erzielt 
werden. Die Zugabe von 300 µl Chloroform, vortexen, Inkubation für 10min bei 
Raumtemperatur und anschließende Zentrifugation mit 14 000 U/min bei 4°C für 30min 
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bewirkte eine Separation der gelösten Moleküle, die sich in einer makroskopisch sichtbaren 
Phasentrennung wiedespiegelte. Eine obere wässrige Phase (RNA) war deutlich von einer 
basalen sedimentären Phase (DNA und Proteine) abzugrenzen. Die wässrige Phase wurde zur 
weiteren Aufbereitung in ein frisches Eppendorfgefäß abpipettiert und durch 
Isopropanolpräzipitation (15 min bei 4°C) konzentriert (Verhältnis 1:1). Nach einer 
Inkubationszeit für 60 min bei -20°C und anschließender erneuter Zentrifugation für 60 min bei 
4°C mit 14 000 U/min, wurde die Reaktion durch Verwerfen des Überstand aus Isopropanol 
gestoppt.  Eine zweimalige Waschung des verbliebenen Pellets mit 75%igem Ethanol, Vortexen 
und Zentrifugation (15 min, 14 000 U/min, 4°C) gewährleistete einen ausreichenden 
Reinheitsgrad des RNA-Konzentrats. Es folgte die Trocknung des Pellets bis zum 
Farbumschlag von milchig-weiß zu glasig-farblos. Eine abschließende Resuspensierung für 
3min in 20µl DEPC-H2O, Inkubation von 5 min bei 65°C und erneuter Zentrifugation 
ermöglichten die strukturerhaltende Lagerung der RNA-Isolate bei -20°C gelagert. 
 
 
3.5.2. Bestimmung der RNA-Konzentration 
 
Die RNA-Isolate wurden auf Eis aufgetaut und eine Dilution mit Ampuwa im Verhältnis 1:50 
hergestellt (1µl RNA-Isolat + 49µl Ampuwa).  
Zur Quantifizierung der Gesamt-RNA diente ein Spectrophotometer, dessen UV-Licht die 
Absorptionen der Ansätze bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm gegen einen Leerwert 
(200µl Ampuwa) misst. Der Quotient 260/280 nm gibt Hinweise auf den Reinheitsgrad der 
isolierten RNA, da die 260 nm Wellenlänge den RNA- oder DNA- Gehalt der Probe misst, 
während das 280 nm Licht insbesondere von kontaminierten Proteinen absorbiert wird. 
Zielführend ist ein Wert von 1,8 bis 2,0. Um eventuelle Schwankungen der RNA-Konzentration 
herauszumitteln, erfolgte die Durchführung unter Berücksichtigung von Doppelbestimmungen. 
 
 
3.5.3. Reverse Transkription 
 
Die vorliegenden RNA-Sequenzen dienen als Grundlage für die Generierung komplementärer 
cDNA-Sequenzen, die letztendlich das Substrat für die PCR darstellen. Das Prinzip der 
„Reversen Transkription“  garantiert dabei eine regelhafte Syntheseleistung und ließ sich unter 
Zugabe eines RT-haltigen Master Mixes (Omniscript RT Kit (Reverse Transkriptase = RNA-
abhängige DNA-Polymerase), RNasin, Primer Random) realisieren. Hierzu wurden die RNA-
Isolate und Master Mix-Substanzenauf Eis aufgetaut (Omniscript RT und RNAsin auf 
Kälteblock), gevortext und zentrifugiert. Unter Berücksichtigung der mRNA-
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Konzentrationsbestimmungen konnten die angestrebten Volumina der Proben (2 µg der 
isolierten und quantifizierten mRNA) berechnet und in GeneAmps pipettiert werden. Um die 
Volumenäquivalenz der Proben zu erhalten, wurden diese durch Zugabe von DEPC-Wasser auf 
insgesamt 10 µl Volumen gebracht. Der anschließende Ansatz einer Master-Mix-Stocklösung 
richtete sich nach der Anzahl der Ansätze: 2 µl Buffer RT/Ansatz, 2 µl dNTP Mix/Ansatz, 2 µl 
DEPC-H2O/Ansatz,  2 µl Primer Random/Ansatz, 1 µl RNAsin (10U/µl) /Ansatz und 1 µl 
Omniscript RT (4U/µl)/Ansatz. Die RT-Produkte wurden nun mit äquivalenten Master Mix-
Volumina versetzt (Gesamtvolumen: 20µl/Ansatz) und gevortext. Eine mehrphasige Inkubation 
im Anschluss ermöglichte die Reagibilität der Lösung.  Durch Erwärmung auf 37°C für eine 
Stunde in einem Wasserbad, wird die Reverse Transkription von RNA in cDNA induziert und 
unterhalten. Die Terminierung der Reaktion garantiert eine anschließende Erhitzung der 
Ansätze in einem Metallblockthermostat für 5min bei 93°C, wodurch ein Aktivitätsverlust der 
Reversen Transkriptase provoziert wird. Abschließend erfolgte noch eine 5-minütige Inkubation 






Um die erwünschten Nukleinsäuresequenzen selektiv anzureichern, ist der Einsatz spezifischer 
sense- und antisense-Oligonukleotidprimer erforderlich, welche komplementär zum 3‘- bzw. 5‘- 
Ende des zu polymerisierenden DNA-Einzelstrangs sind. Wir verwendeten Primer folgender 
Sequenzen zur Amplifizierung eines 399bp großen LOX cDNA-Fragments: sense- Primer: 5‘-
TTACCCAGCCGACCAAGATA-3‘ und anti-sense-Primer: 5‘-
CTGAGGCATACGCATGATGT-3‘. Als Standard wurde Glyceraldehyd 3-Phosphat 
Dehydogenase (GAPDH) ebenfalls amplifiziert. Der Einsatz dieser Primer induziert die 
Ausbildung eines kurzen doppelsträngigen Bereichs, sowohl am N-, als auch am C-terminalen 
cDNA-Strangende, wodurch ein Angriffspunkt für die thermostabile DNA-Polymerase 
geschaffen wird, die im weiteren Verlauf den Einzelstrang zum DNA-Doppelstrang 
polymerisiert. Es erfolgte der Ansatz einer Stocklösung von 5 µl 10×Reaktionspuffer S, 1 µl 
dNTPs, 1 µl Primer forward, 1 µl Primer reverse, 0,2 µl Taq-Polymerase und 39,8 µl DEPC-
H2O pro Ansatz. Nach Durchmischung wurden je 48 µl dieser Lösung zu je 2 µl entsprechender 
cDNA pipettiert, die Suspension gevortext und anschließend zentrifugiert. Die so entstandenen 
Ansätze wurden programmierbaren Thermoblöcken zugeführt, die eine automatisierte 
Durchführung der PCR gewährleisten. Produktspezifisch erfolgen dabei mehrere Repetitionen 
dreiphasiger Zyklen aus Denaturierung, Primeranlagerung (Annealing) und Kettenverlängerung 
(Elongation). Jeder unserer PCR-Zyklen bestand aus Denaturierung bei 94°C für 30s, Annealing 
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bei 53°C für 30s und Elongation bei 72°C für 60s. Insgesamt wurden für LOX 40 und für 
GAPDH 22 Zyklen durchgeführt. Danach wurden jeweils gleiche Mengen korrespondierender 
LOX- und GAPDH RT-PCR-Produkte (jeweils 20 µl Probe + 5 µl Ladepuffer) auf 1,2%iges 
Agarosegel geladen und im elektrischen Feld für 30 min bei 70 V aufgetrennt. Die 
Quantifizierung erfolgte schließlich durch optische densitometrische Auswertung der durch 
Ethidiumbromid angefärbten Banden.  
 
 
3.5.5. Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
 
Die RT-PCR ist eine Amplifizierungsmethode für Nukleinsäuren, die auf dem Prinzip der 
herkömmlichen PCR beruht, aber zusätzlich die parallele Quantifizierung der gewonnenen 
DNA ermöglicht. Diese zusätzliche Option wird durch den Einsatz von fluoreszierenden 
Farbstoffen gewährleistet, die mit der DNA interkalieren. Fluoreszenzmessungen am Ende bzw. 
während eines PCR-Zyklus („Real Time“) detektieren das Signal, dessen Intensität sich 
proportional zur Anzahl der PCR-Produkte verhält.  Die Fluoreszenz wird während der PCR 
über eine Erregung von Fluorochromen in der PCR-Lösung mittels Laser induziert und durch 
eine Kamera in Echtzeit festgehalten. Wir nutzten als solches Fluorochrom den DNA-bindende 
Farbstoff SYBR Green I [106]. Als ungebundene Isoform in Lösung, fluoresziert er nur 
schwach in der Denaturierungsphase, wohingegen die Interaktion mit doppelsträngiger DNA 
während der Elongation eine signifikant verstärkte Fluoreszenz provoziert.  
Die Korrelation zwischen der Steigerung der Fluoreszenzintensität in der PCR-Lösung und der 
parallelen Zunahme der Anzahl an PCR-Amplicons (Exponentialfunktion) erlaubt also eine 
zeitnahe Beurteilung und Analyse der PCR-Progression. Aus den so erhaltenen Daten wird für 
jede Probe ein Amplification-Plot (Fluoreszenzsignal vs. Zyklusnummer) erstellt und der CT-
Wert (fraktionelle Zyklusnummer, bei der das Fluoreszenzsignal eine definierte Schwelle 
überschreitet) ermittelt. 
Sowohl RT-Konstrukte, als auch Zielgen-Primer (Rac1, CTGF und TGF-β1), Referenzgen-
Primer (GAPDH bei der Maus, 18S beim Menschen) und RNA-Standards wurden auf Eis 
aufgetaut und die jeweiligen PCR-Verdünnungen in MicroAmp-96-Well-Reaktionsplatten 
hergestellt. Pro Bedingung wurden 12,5µl Puffer (SYBR Green), je 1µl (5µM) der Primer, 
sowie 1µl des RT-Produktes (cDNA), 0,5µl des Referenzfarbstoffes (Rox) und 7µl Wasser 
eingesetzt. Die PCR-Ansätze wurden abgedeckt, zentrifugiert und schließlich dem Taq-Man-
System von Applied Biosystems zugeführt. 
Die Bestimmung der quantitativen Genexpression erfolgte nach der komparativen CT-Methode 
durch Berechnung der relativen Effizienz von Zielgen- und Referenzgen-Amplifikation. Es 
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wurden die mRNA-Expressionen der jeweiligen Faktoren (TGF-β1, CTGF und Rac1) auf die 




3.6. Immunhistochemische Färbungen 
 
3.6.1. Bestimmung des Kollagen-Gesamtgehalts 
 
Zur Quantifizierung des Total-Kollagengehalts pro mg Protein, wurden aus entsprechenden, in 
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten, Proben (humane linksatriale Appendices, 
sowie RacET-Herzen) Schnitte  von 15µm hergestellt und mit 0,1% Sirius Red F3BA angefärbt. 
Dieser Farbstoff gilt als spezifischer Indikator für Kollagen-Komponenten. Nicht-Kollagen-
Komponenten konnten dagegen durch Fast Green FCF dargestellt werden. Die anschließende 
gleichzeitige Eluierung beider Farbstoffe mit NaOH/Methanol und Detektion der Absorbtionen 
bei 540 und 605nm ermöglichte die Bestimmung der Kollagen-Menge. So konnte der Grad an 
interstitieller Fibrosierung in den Geweben quantifiziert werden. 
 
 
3.6.2. Bestimmung des Gehalts an Kollagen-Crosslinks 
 
Die Bestimmung des Gehalts an Kollagen-Crosslinks erfolgte durch Differenzierung in 
unlösliches (=cross-linked) und lösliches (nicht-cross-linked) Kollagen mittels kolorimetrischer 
Detektion. Hierzu wurden, neben den bereits eingefärbten Schnitten zur Ermittlung des Gesamt-
Kollagens, Gewebeproben der entsprechenden linksatrialen Appendices bzw. RacET-Herzen 
herangezogen. Es erfolgte eine nächtliche Inkubation dieser Proben mit 0,1mg/ml Pepsin in 
0,5mol/L Essigsäure. Diese Behandlung führte zu einer Freisetzung des löslichen myokardialen 
Kollagens, welches anschließend mit Hilfe eines Sircol Kollagen Assay Kits (Tebu-Bio, USA), 
in Bezug auf lösliches Typ I Kollagen als Standard, quantifiziert werden konnte. Der Gehalt an 
unlöslichem Kollagen konnte nun, durch Subtraktion der Menge an löslichem Kollagen von der 
Menge des bestimmten Total-Kollagens, berechnet werden. Des Weiteren ergibt sich der Grad 










Paraffinschnitte aus linksatrialem humanem Gewebe dienten als Substrat für indirekte 
Immunfluoreszenzuntersuchungen. Hierzu wurden die Schnitte mit monoklonalen Antikörpern 
gegen α-sarkomerisches Aktin zur Anfärbung von Kardiomyozyten, gegen LOX und gegen 
Vimentin  zur optischen Darstellung von Fibroblasten inkubiert. Als Sekundärantikörper 
fungierte FITC- oder TRITC-konjugiertes anti-rabbit IgG, anti-mouse IgG oder anti-mouse 
IgM. Alleinige Inkubation separater Schnitte mit den jeweiligen Sekundärantikörpern lieferte 
Negativkontrollen um unspezifische Bindungen herauszumitteln. Zellkerne wurden mittels 
DAPI im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.  
Der isolierte linksatriale Appendix wurde hierzu zunächst postoperativ für eine Nacht 
bewässert. Zur Anfertigung der Paraffinschnitte erfolgte im Anschluss eine Entwässerung des 
Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol, sowie die Einlegung in Paraffin. 
Schließlich wurden mittels Mikrotom 5 µm dünne Päparatschnitte auf einen Objektträger 





Die Gewebeschnitte wurden zunächst in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe 
entparaffiniert und in destilliertem Wasser sowie in PBS-Puffer gewaschen. Anschließend 
wurden sie für 1 min in 0,001%igem Triton belassen, worauf eine erneute Waschung mit PBS-
Puffer folgte. Nach 30-minütiger Blockung in 0,5% BSA (20 min Raumtemperatur, 10 min im 
Wasserbad bei 37°C), erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper gegen LOX in einer 
Konzentration von 1:100 in der Blocking-Lösung über Nacht bei 4 °C. Am folgenden Tag 
wurden die Schnitte für zwei Stunden in einer Feuchten Kammer im Wasserbad bei 37 °C 
inkubiert und anschließend ungebundene Antikörperfragmente mit PBS-Tween-Puffer 
abgewaschen. Danach folgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper TRITC-anti-rabbit-
IgG Im Verhältnis 1:30 für eine Stunde bei 37°C im Wasserbad. Ungebundene 
Antikörperfragmente wurden mit PBS-Tween-Puffer abgewaschen und die Paraffinschnitte 










Nach Abschluss der LOX-Färbung, wurden die Paraffinschnitte einer weiteren 
Primärantikörperinkubation unterzogen. Im Verhältnis 1:30 erfolgte eine Inkubation über Nacht 
bei 4°C mit Vimentin, gelöst in PBS-Tween-Puffer. Zur Bindungsintensivierung wurden die 
Schnitte am folgenden Tag zunächst für zwei Stunden in einer Feuchten Kammer im Wasserbad 
bei 37°C belassen. Die anschließend noch ungebundenen Antikörperfragmente wurden mit 
PBS-Tween-Puffer abgewaschen, bevor der Sekundärantikörper Anti-Mouse FITC IgG in PBS-
Tween-Puffer (1:30) appliziert wurde. Die folgende erneute Inkubation beschränkte sich auf 
eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad. Nachdem ungebundene Sekundärantikörperfragmente mit 




3.7.3. α-sarkomerisches Aktin-Immunfluoreszenzfärbung 
 
Neben Vimentin diente auch α-sarkomerisches Aktin zur Gegenfärbung der LOX-
Paraffinschnitte. Hierzu wurden diese, nach Waschung in SSC-Puffer, zunächst in SSC-Puffer + 
4 % BSA für 10 Minuten bei 37 °C im Wasserbad geblockt, um freie Bindungsstellen zu 
besetzen. Diese Blocklösung diente im Anschluss gleichzeitig der Herstellung der 
Primärantikörperverdünnung (α-sarkomerisches Aktin) im Verhältnis 1:30. Der Inkubation über 
Nacht bei 4 °C folgte am nächsten Tag zunächst wieder eine zweistündige Wärmeapplikation in 
der Feuchten Kammer im Wasserbad bei 37 °C. Anschließendes Abwaschen ungebundener 
Antikörperfragmente erfogte mit SSC-Puffer. Im zweiten Schritt wurden die Schnitte mit dem 
Sekundärantikörper Anti-Mouse IgM FITC im Verhätnis 1:50 in SSC-Puffer für eine Stunde bei 
37 °C im Wasserbad inkubiert. Nachdem Waschung mit SSC-Puffer, konnten auch diese 
Schnitte mit Dapi und Mounting Medium eingedeckt werden und zu vergleichenden Analysen 
mit den weiteren Proben herangezogen werden. 
 
 
3.7.4. Digitalisierung der immunfluoreszierenden Färbungen 
 
Die Färbungen wurden lichtmikroskopisch (NIKON Eclipse E600) mit einer Digitalkamera  
aufgenommen und mittels der Lucia G Software ausgewertet.  
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3.8. Statistische Auswertung 
 
Die Intensitäten der Western Blot- und PCR- Banden wurden, anhand ihres spezifischen 
Musters, mittels Densitometrie quantitativ ausgewertet. Hierzu diente das Programm Labworks 
(Labworks 3.0 Software, UVP Inc., Upland/CA/USA). Die angegebenen Daten werden als 
Mittelwert  Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Unpaired Student’s t tests, 
Mann-Whitney Rank Sum Test und ANOVA, gefolgt von Newman-Keuls post-hoc Analysen 
wurden für einzelne bzw. mehrfache Vergleiche angewendet. Dazu wurde die Sigma Stat-
Software, Version 2.0, verwendet. Statistische Signifikanz wurde für p < 0,05 angenommen. 
 





Die Komposition der extrazellulären Matrix beeinflusst die Persistenz von Vorhofflimmern 
[172]. Aus diesem Grund wurden bereits in Vorstudien Affymetrix-Analysen in humanen 
Vorhöfen durchgeführt, welche die Genexpressionsmuster hinsichtlich ihrer proliferativen 
Aktivität zwischen Patienten mit Vorhofflimmern und Sinusrhythmus verglichen. Dies trug zu 
Identifizierung von Molekülen bei, die mit der Rhythmusgenerierung in atrialen Myokardzellen 
assoziiert sind und denen eine mögliche kausale Bedeutung in der Genese der strukturellen 
Aberrationen unter Vorhofflimmern zukommt. Mehr als 2fach erhöhte Transkriptionsraten 
konnten so für mehrere mit interstitiellem Remodeling einhergehende Gene, wie COL1A, 
COL1A2, COL3A1 und CTGF detektiert werden. Außerdem imponierte die Ähnlichkeit der 
Expressionsmuster für CTGF und LOX [2]. Diese Beobachtung initierte unseren  Verdacht auf 
einen möglichen Zusammenhang der beiden Moleküle mit Auswirkung auf die extrazelluläre 
atriale Substanz. Daher wurde die Bedeutung der Lysyl Oxidase für die molekularbiologische 
Pathogenese von Vorhofflimmern geprüft. 
Für die Vernetzung der Kollagenfibrillen spielt aber zusätzlich ein weiteres Protein der 
extrazellulären Matrix eine entscheidende Rolle: Das Glykoprotein Fibronektin. Fogelgren B. et 
al. beschreiben eine Interaktion zwischen LOX und Fibronektin. Durch den Support der 
proteolytischen Spaltung des enzymatischen Propeptids, ist Fibronektin nämlich an der 
Aktivierung der Lysyl Oxidase beteiligt [43].  Diesen Überlegungen folgend untersuchten wir 
außerdem die Rolle von Fibronektin für die Remodelingprozesse unter Vorhofflimmern. 
 
 
4.1. Erhöhter Kollagengehalt und gesteigertes Kollagen-Crosslinking 
im Vorhofmyokard von Patienten mit Vorhofflimmern 
 
Um die makroskopischen interstitiellen Fibrosierungen und die damit verbundene Dilatation der 
Vorhöfe auf molekularer Ebene nachzuvollziehen, wurden Proteinexpressionsanalysen humaner 
linksatrialer Appendices auf deren Gehalt an  Kollagen und Kollagen-Crosslinks untersucht 
[4;86]. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellt. Es zeigte sich ein erhöhter Total-
Kollagengehalt bei Patienten mit Vorhofflimmern (n=5 pro Gruppe, 65±7 vs. 37±5 µg/mg 
Protein, p<0,05) im Vergleich zu solchen, die sich im Sinusrhythmus befanden. Die erhöhte 
Expression war auf eine Steigerung des Gehalts an unlöslichem Kollagen zurückzuführen (62±6 
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vs. 32±5µg/mg Protein, p<0,05), wohingegen der Gehalt an löslichem Kollagen nahezu konstant 
blieb. Das Verhältnis zwischen unlöslichem und löslichem Kollagen beschreibt den Grad des 
Crosslinkings. Aus obigen Daten ergibt sich somit ein erhöhter Gehalt an Kollagen-Crosslinks 
bei Patienten mit Vorhofflimmern (21±4 vs. 8±2, p<0,05). 
Einen möglichen Zusammenhang zwischen dem erhöhten Kollagengehalt bei Patienten mit 
Vorhofflimmern und dem bereits in früheren Versuchsreihen eruierten Signaltransduktionsweg 
könnte das Enzym LOX darstellen. Das oben beschriebene Screening mittels Affymetrix-
Analyse aus ca. 25000 Genen ergab eine mehr als 2fach erhöhte Transkription des LOX-Gens in 
Proben von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu solchen ohne Rhythmusstörung 
(p<0,01). Da LOX, als Enzym, welches das Fibrillencrosslinking von Kollagen-I und –III 
katalysiert, die extrazellulären Matrixstrukturen nachhaltig beeinflusst, würde eine Involvierung 
in die entsprechende Signalkette die profibrotischen Umbauvorgänge in der Pathogenese des 
Vorhofflimmerns erklären (Abbildung 2). Die erwähnte Ähnlichkeit der Genexpressionsmuster 
von LOX und CTGF im pathologischen Vorhofmyokard lässt zusätzlich potenzielle 




4.2. Erhöhte LOX-Expression im Vorhofmyokard von Patienten mit 
Vorhofflimmern 
 
Um die Daten aus der Affymetrix-Analyse zu bestätigen, untersuchten wir zunächst die 
Expression der Lysyl Oxidase auf mRNA-Ebene mittels PCR. Diese zeigte eine mehr als 2fache 
Steigerung des LOX-Gehalts im Herzohr von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zum 
Sinusrhythmuspatienten (218±42%, p<0.05). 
Auf Proteinebene ergaben Western Blot Analysen dieser Proben bei Vorhofflimmern ebenfalls 
eine signifikante Hochregulation von LOX um mehr als das Doppelte (250±13,p<0,05).   
Um die Resultate zusätzlich durch eine dritte Methode zu unterstreichen, führten wir weiterhin 
indirekte Immunfluoreszenz-Analysen durch. Der Vergleich aus erkranktem und gesundem 
Gewebe demonstrierte in der Übersichtsaufnahme (10fache Vergrößerung) eine deutliche 
Vervielfältigung der LOX-Expression in den Proben, die den Herzohren von Patienten mit 
Vorhofflimmern entstammten, verglichen mit solchen von Patienten im Sinusrhythmus.  
 
Diese Analysen zeigen also eine Änderung der Expression der kardialen Lysyl Oxidase. Sowohl 
Transkription (Affymetrix-Assay und RT-PCR), als auch Translation und anschließende 
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Modifizierung (Western Blot und Immunfluoreszenz-Analyse) korrelieren positiv mit dem 
Auftreten von Vorhofflimmern. 
Zur weiteren Charakterisierung von LOX und seiner Funktion für kardiales Remodeling, galt es 
zunächst nun das Enzym im atrialen Zellverband zu lokalisieren und anschließend potenzielle 




4.3. LOX-Expression in kardialen Fibroblasten 
 
Das bisherige Untersuchungsmaterial umfasste stichprobenartig entnommene Lysate aus 
menschlichem Vorhofgewebe und beinhaltete somit sämtliche im linken Herzohr vorkommende 
Zelllinien. Die Lokalisationsdiagnostik der Lysyl Oxidase machte dagegen das gezielte 
Anfärben ausgewählter Zelltypen mittels Immunfluoreszenz erforderlich.  
Entsprechend Abbildung 7, wurden zwei unterschiedliche Reihen erstellt, nachdem die Lysyl 
Oxidase im Zellverband sichtbar gemacht wurde: Zur Darstellung von Zellen myokardialen 
Ursprungs wurden Paraffin-Schnitte aus pathologischem und gesundem Vorhofmyokard mit 
monoklonalen Antikörpern gegen α-sarkomerisches Aktin inkubiert. Die zweite Versuchsreihe 
konzentrierte sich auf das Anfärben der interstitiellen Fibroblasten mittels anti-Vimentin in 
entsprechenden Vorhofmyokardproben der Patienten mit und ohne Vorhofflimmern. Die 
100fach vergrößerte Vergleichsaufnahme beider Reihen zeigte eine intrafibroblastäre 
interkardiomyozytäre Lokalisation des LOX-Proteins in humanem linksatrialen Gewebe. 
Resultierend aus diesem Ergebnis, führten wir die weiteren Beobachtungen und 
Charakterisierungen zur Einordung der Lysyl Oxidase auf molekularer Ebene mittels eines 




4.4. Rac1-abhängige Regulation der LOX-Proteinexpression durch 
AngII 
 
Einen ersten Zusammenhang zwischen dem aktivierten LOX-Protein und der bereits 
bestehenden Theorie zum Ablauf der Signalübertragung lieferten die Western Blot-Analysen 
zur Proteinexpression unter dem Einfluss einer AngII-Behandlung.  
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Hierzu wurden kardiale neonatale Rattenfibroblasten über 3 Std mit 1µM AngII inkubiert, um 
anschließend etwaige Differenzen in der Proteinexpression auszumachen. Abbildung 8 zeigt die 
deutlich erhöhten LOX-Expressionsmuster unter der AngII-Behandlung (214 ± 16%). 
Der Regulationsmechanismus der LOX-Expression durch Ang II ist möglicherweise auf zwei 
potenzielle Signalübertragungswege zurückführbar, die womöglich in mehr oder weniger enger 
Korrelation miteinander stehen. Zum einen durch Stimulation von TGF-β, dessen Vermögen die 
LOX-Expression zu regulieren, nachgewiesen ist [66]. Zum anderen über Produktion von ROS 
durch die Rac1-GTPase, die wiederum die CTGF-Konzentration steigert [2]. Beide Wege haben 
wir identifiziert und entsprechende Beeinflussungsmöglichkeiten untersucht. 
Da AngII als Regulator von Rac1 bekannt ist und in der Transduktionskette diesem 
vorangeschaltet ist, sollten nachfolgende Untersuchungen des Weiteren feststellen, ob auch die 
Rac1-GTPase an der Beeinflussung von LOX und somit an dem vermehrten Kollagengehalt 
durch Überexpression des Enzyms beteiligt ist. Um den Einfluss der Rac1-GTPase auf die 
Expression des Enzyms zu überprüfen, nutzen wir den Rac1-small-molecule-inhibitor 
NSC23766, der die Rac-spezifischen Guanin-Nukleotid-Exchange-Factors (GEFs) TrioN und 
Tiam1 hemmt, ohne dabei Einfluss auf die Aktivität von Cdc42 und RhoA zu nehmen. 
Die Western Blot-Analysen zeigten, dass auch die Rac1-GTPase den LOX-Gehalt in kardialen 
Fibroblasten modulierte.  Der Einsatz von NSC über 21 Stunden mit einer Konzentration von 
100nM bewirkte eine signifikante Herabregulierung der LOX-Expression (84 ± 16%, p< 0,05) 
und auch die nachfolgende Behandlung mit AngII hatte, unter Inkubation der Zellen mit dem 
Inhibitor, keinen Effekt.  
Diese Daten veranschaulichen, dass die AngII induzierte Steigerung des LOX-Gehalts über die 
Zwischenschaltung der Rac1-GTPase läuft, und dass bereits hier ein Regulationsmechanismus 
existiert, um die Expression des für vermehrte Fibrosierung verantwortlichen Enzyms LOX zu 




4.5. Regulation der LOX-Proteinexpression durch CTGF 
 
Da vorherige Untersuchungen bereits eine Interaktion zwischen der Rac1-GTPase und CTGF 
vermuteten, galt es nun zu eruieren, ob auch CTGF in der Lage ist LOX zu regulieren 
(Abbildung 9A) [2]. 
Um CTGF als wahrscheinlichen Mediator der LOX-Expression zu bestätigen, nutzten wir den 
gleichen Versuchsaufbau wie zuvor. Kardiale Fibroblasten aus Ratten wurden mit 
rekombinantem CTGF (1ng/ml) für eine Stunde behandelt, geerntet und mittels Western Blot 
auf die Proteinexpression von LOX untersucht. Eine signifikante Erhöhung der Enzymmenge 
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konnte unter den Behandlungsbedingungen beobachtet werden. Die Verdopplung des LOX-
Gehalts (218 ± 34%, p<0,05) lässt einen direkten Zusammenhang zwischen dem Botenstoff 
CTGF und dem profibrotisch wirksamen Enzym vermuten.  
Um die in Vorstudien beschriebene Position von CTGF upstream der NADPH-Oxidase in der 
Signaltransduktion zu bestätigen, wurde unter oben beschriebenem Versuchsaufbau außerdem 
der Effekt auf die Rac 1-GTPase getestet. Hier blieb die Behandlung mit rekombinantem CTGF 
ohne Auswirkung auf die Enzymaktivität, was die ursprünglichen Ergebnisse bestätigt 




4.6. CTGF-Abhängigkeit des AngII-Signals auf die LOX-
Proteinexpression 
 
Aufgrund der vermuteten Beeinflussung von LOX durch CTGF unter der Regulation durch die 
Rac 1-GTPase, wurden neonatale kardiale Fibroblasten mit small interfering RNA (siRNA) für 
CTGF transfiziert. Dies bewirkt eine Inhibition der Proteinsynthese von CTGF und stellt somit 
eine Interruption in der Signalübertragung dar. Eine Inkubation mit AngII dürfte also nicht den 
oben beschriebenen Effekt auf die LOX-Expression haben, sobald der Signalüberträger CTGF 
ausgeschaltet ist. Der Effekt der Rac 1-Aktivierung durch AngII bestünde allerdings weiterhin 
(Abbildung 10). 
Die Western Blot-Analysen konnten diese Theorie signifikant bestätigen und zeigen, dass 
CTGF Rac1-abhängig als Mediator von LOX fungiert und mit dem Enzym in der 
Signaltransduktionsabfolge upstream verschaltet ist. Der CTGF-Knockdown verhindert das 
Fortlaufen der Signalübertragung von der AngII-Stimulation über die Aktivierung der Rac 1-
GTPase und der anschließenden Expressionssteigerung von CTGF bis hin zur Erhöhung des 
Lysyl Oxidase-Gehalts an der Stelle, an der vermehrt connective tissue growth factor 
synthetisiert werden soll. Dies bedeutet ein Sistieren der Signalübertragung. Deswegen wird der 
Effekt, den eine AngII-Behandlung auf die LOX-Expression ausübt, in den transfizierten Zellen 
vollständig unterbunden.  
So konnte die Regulierung des Expressionsgehalt der Lysyl Oxidase molekularbiologisch 
nachvollzogen werden und ein vorläufiges Schema erstellt werden, welches die LOX-
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4.7. Reduktion der LOX-Proteinexpression durch Statine 
 
Um unsere bisherigen Ergebnisse aus den Zellkulturreihen in vivo zu bestätigen, nutzten wir ein 
Modell transgener Mäuse. Das Untersuchungsmaterial stammte aus Tieren, welche eine 
herzspezifische Überexpression der konstitutiv aktiven Rac1-GTPase, unter der Kontrolle des 
alphaMHC-Promotors (RacET), um das etwa 30fache aufwiesen und deren Vorhöfe im Alter 
von 10 Monaten spontan zu flimmern anfingen [1].  
Wie verschiedene Vorstudien zeigen, vermag die Gabe von HMG-CoA-Reduktase-Hemmern 
den Verlauf von Vorhofflimmern zu modulieren [2;29;116;140]. Aufgrund dieser Ergebnisse 
galt es zu überprüfen, inwieweit diese Therapieoption auch Auswirkungen auf die 
pathophysiologischen Vorgänge auf molekularer Ebene hat.  In den Vorstudien erreichte eine 
Behandlung mittels Rosuvastatin eine Herabregulierung der Rac1-Expression auf 77 ± 3,3% 
(p<0,05). Die Applikation erfolgte oral mit 0,4 mg pro kg Körpergewicht und Tag über 10 
Monate. Die Tiere wiesen eine verminderte Rate an Vorhofflimmern auf, im Vergleich zu ihren 
Artgenossen, welche kein Statin erhalten hatten. Die Steigerung der Rac1-Expression führte zu 
einer deutlichen Zunahme des CTGF-Gehalts in den Zellen (369 ± 28%, p<0,001), welcher, 
ebenso wie die Rac1-GTPase-Aktivität, der Regulierung durch eine Rosuvastatinbehandlung 
unterlag [1;2]. Zu klären galt nun, inwiefern auch die Expressionen von LOX, Kollagen und 
Kollagen-Crosslinking von einer Statinbehandlung beeinflusst werden. 
Die Heraufregulierung der Rac1-Aktivität in RacET-Mäusen und die Vermehrung des CTGF-
Gehalts ließen die Vermutung naheliegen, dass auch die Expression von LOX in diesen Tieren 
verändert sei. Wir konnten diese Annahme durch Western Blot-Analysen aus den 
entsprechenden Proben bestätigen, wie Abbildung 11 zeigt. Der Anstieg des LOX-Gehalts (187 
± 7% vs.Wildtyp, p<0,001) konnte durch die Statinbehandlung vermieden werden und somit ein 
therapeutischer Angriffspunkt ermittelt werden. Interessanterweise konnte die 
Expressionssteigerung detektiert werden bevor die Tiere zu flimmern begannen. Als 
ätiologischer Hinweis zur Genese von Vorhofflimmern und effektive Inhibierung mittels 
Statinverabreichung, offenbart der Eingriff in den LOX-Metabolismus eine potenzielle 
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4.8. Reduktion des Kollagengehalts und des Kollagen-Crosslinkings 
durch Statine 
 
Ob die Veränderungen der Proteinexpressionen der vorangeschalteten Enzyme und Botenstoffe 
auch tatsächlich ein Korrelat im Fibrosierungsgehalt des Gewebes finden, untersuchten wir mit 
einer weiteren Western Blot-Analyse.  Der Totalkollagengehalt wurde, ebenso wie der von 
löslichem und unlöslichem Kollagen, quantifiziert und ergab, entsprechend Abbildung 12, eine 
signifikante Steigerung in den RacET Mäusen gegenüber dem Wildtyp. Auch hier konnte der 
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer den Effekt nahezu aufheben (RacET 28 ± 2 vs. RacET + Statin 
22 ± 0.8 yg/mg Protein, p<0,05). 
Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch beim Kollagen-Crosslinking. Die Überexpression der 
Rac1-GTPase beeinflusste signifikant die Menge an Crosslinks. Es zeigte sich eine Vermehrung 
der Fibrillenverknüpfung in den RacET-Mäusen, die durch Fütterung von Rosuvastatin-
haltigem Futter gehemmt werden konnte (RacET 10 ± 0,7 vs. RacET + Statin 6 ± 0,3, p<0,05). 
 
Damit vermuten wir, dass ein Eingriff in die Signaltransduktion, von der AngII-induzierten 
Rac1-Antwort ausgehend bis hin zur CTGF-getriggerten LOX-Aktivierung, direkten Einfluss 
auf den Fibrosierungsgehalt der Herzmuskulatur nimmt und dass eine Statin-Behandlung eine 
effektive Therapiemöglichkeit ist diesen Prozess des Remodelings zu bremsen. 
 
Wie bereits weiter oben erwähnt, wird in der Literatur außerdem ein zweiter 
Regulationsmechanismus der Lysyl Oxidase beschrieben, der durch einen AngII-Reiz vermittelt 
wird [93]. Neben der Überproduktion von Superoxiden, induziert AngII auch die 
Synthesesteigerung von TGF-β, das in Lungenfibroblasten als Stimulator von LOX und 
zusätzlich als positiver Reiz für die Kollagenproduktion des Gewebes gilt [11;66;152]. Diesen 
Überlegungen folgend, interessierte uns inwieweit diese Abfolge (AngII     TGF-β1    LOX) 
auch auf das Vorhofmyokard übertragbar ist und den Signalweg aus unseren bisherigen 
Erkenntnissen (AngII       Rac1      NADPH-Oxidase      ROS       CTGF       LOX      Kollagen) 
zu vervollständigen vermag. Wir erstellten hierzu Versuchsreihen in menschlichem 
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4.9. Erhöhte TGF-β1-Expression im Vorhofmyokard von Patienten 
mit Vorhofflimmern 
 
Zunächst interessierte uns, ob eine Assoziation von TGF-β und Vorhofflimmern existiert. Wir 
beschränkten uns in den Untersuchungen auf den Nachweis von TGF-β1, da diese Isoform 
überwiegend im Bindegewebe lokalisiert ist und unsere Versuchsreihen und Hypothesen in 
kardialen Fibroblasten erstellt wurden. Die humanen linksatrialen Herzohrproben dienten auch 
hier der ersten Einordnung und Richtungsweisung. Wir zogen diese Proben also zu Real-Time-
PCR- und Western-Blot-Analysen heran und detektierten jeweils den TGF-β1-Gehalt im 
Gewebe. Die Quantifizierung ergab letztendlich eine signifikant gesteigerte Expression des 
Zytokins, sowohl auf mRNA-, als auch auf Protein-Ebene. Die Darstellung dieser 




4.10. Regulation der CTGF-mRNA-Expression durch TGF-β1 
 
Zur Charakterisierung des potenziellen Einflusses eines TGF- β1-Reizes auf die kardiale LOX- 
und CTGF-Expression, fand ein weiteres Modell transgener Mäuse Einzug in unsere 
Untersuchungen. Wir verwendeten Myokardproben von TGF-β1-überexprimierenden Mäusen, 
deren kardiale TGF-β1-Expression um das 7-fache über der von vergleichbaren Kontrolltieren 
lag. So konnten Zellstimulationen mit dem Zytokin in vivo imitiert werden und deren Effekte 
durch molekularbiologische Analysen nachgewiesen werden. Nach Entnahme separierten wir 
das Gewebe zum einen für Nukleinsäure- (CTGF und Rac1), zum anderen für Western Blot-
Quantifizierungen (Rac1 und LOX). 
Als erstes Downstream-Substrat des TGF-β1-Signals quantifizierten wir den connective tissue 
growth factor im Herzgewebe der beschriebenen genetisch modifizierten Tiere mittels Real-
Time-PCR (Abbildung 14). Beobachten konnten wir eine mehr als 3-fach erhöhte Expression 




4.11. Regulation der LOX-Proteinexpression durch TGF-β1 
 
Zweiter Kandidat der Untersuchungsreihe im Myokard der gentechnisch veränderten Mäuse war 
die Lysyl Oxidase, deren fibroproliferative Effekte bereits dargelegt und deren Regulation durch 
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CTGF im kardialen Zellverband belegt wurde. Die Quantitätsmessungen der Enzymexpression 
in den transgenen Mäusen erfolgten mittels Western Blot-Analyse und bestätigten die vermutete 
Assoziation mit TGF-β1. Es konnte ein gesteigerter Gehalt von LOX in den modifizierten 
Tieren, verglichen mit den Kontrollmäusen, beobachtet werden. Allerdings liegt das Ausmaß 
der Expressionszunahme unterhalb der Signifikanzgrenze. Graphische Darstellung erfahren 
diese Ergebnisse in Abbildung 15. 
Um nicht fälschlicherweise die Alternativhypothese zu verwerfen, eruierten wir dieser 
entsprechend („Es existiert eine Involvierung von TGF-β1 in die myokardiale arrhythmogene 




4.12. Regulation der Rac1-Expression durch TGF-β1 
 
Aufgrund der Signifikanzverfehlung der TGF-ß1-abhängigen LOX-
Proteinexpressionssteigerung, untersuchten wir den Effekt, den die kardiale Überexpression des 
Zytokins in den modifizierten Mäusen womöglich auch auf die Expression der Rac1-GTPase 
ausübt, auf zwei Ebenen. Zunächst quantifizierten wir mittels Real-Time-PCR den mRNA-
Gehalt des Gewebes aus den TGF-β1-Tieren im Vergleich zu dem der Kontrollgruppe. Die 
Verdopplung der Transkriptionsrate erlaubte erste Rückschlüsse auf eine Interaktion von TGF-
β1 mit Rac1 und eventueller nachfolgender Anregung der Superoxidproduktion. Gleichzeitig 
ließen Western Blot-Analysen eine Übertragung der Gewebeantwort auf Proteinebene zu. Hier 
bestätigt die signifikant erhöhte Proteinexpression in den veränderten Mäusen das Ergebnis der 
PCR (Abbildung 16). 
Die Resultate der CTGF-, LOX- und Rac1-Quantitätsmessungen in den TGF-β1-Mäusen 
erlauben bereits vorsichtige Spekulationen über die Teilhabe von TGF-β1 an den Signalwegen 
im Myokard. Die bisherigen Assoziationen bedürfen allerdings noch einer weiteren Abklärung 
mittels eines dynamischen Modells, das, durch Stimulation und/oder Inhibierung der einzelnen 
Reizkonduktoren, eine detailliertere Charakterisierung der molekularen Vorgänge gewährleistet.  
Nicht allein die Lysyl Oxidase ist für die Vernetzung der Kollagenfibrillen verantwortlich. 
Vielmehr haben eine Vielzahl von unterschiedlichsten Molekülen an der Generierung der 
Crosslinks zwischen den einzelnen Kollagenfibrillen teil. So auch das Glykoprotein 
Fibronektin. Wegen seiner Fähigkeit die Komposition der extrazellulären Matrixstrukturen zu 
beeinflussen und der gleichzeitigen Beteiligung an der Aktivierung von LOX durch Förderung 
der posttranslationalen proteolytischen Spaltung, untersuchten wir des Weiteren, ob unter 
Vorhofflimmern auch der Gehalt an Fibronektin Veränderungen unterliegt.  
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4.13. Erhöhte Fibronektin-Proteinexpression im Vorhofmyokard von 
Patienten mit Vorhofflimmern 
 
Wir untersuchten die Fibronektin-Proteinexpression in den gleichen linksatrialen  menschlichen 
Appendices, in denen auch schon der vermehrte Gehalt an Kollagen-Crosslinks, sowie eine 
Steigerung des LOX- und des TGF-β1-Gehalts detektiert wurden. Das Vorhofmyokard bei 
Patienten, die unter Vorhofflimmern litten, zeigte tatsächlich eine Verdopplung der Fibronektin-





4.14. LOX-abhängige Regulation der Fibronektin-Proteinexpression 
durch AngII und CTGF 
 
Da die Rolle und Position von LOX in dem Signaltransduktionsweg, welcher zur Generierung 
von Vorhofflimmern führen vermag,  näher charakterisiert wurde und Fogelgren et al. bereits 
2005 eine Interaktion zwischen LOX und Fibronektin bereits beschrieben, galt es nun die 
Abhängigkeit der beiden Moleküle voneinander zu bestimmen. 
Den vermuteten Einfluss von LOX auf den Fibronektin-Gehalt untersuchten wir in einem 
weiteren Zellkulturmodell. Da bisherige Analysen eine Synthese und anschließende 
Sezernierung von Fibronektin durch Fibroblasten beschrieben, isolierten wir diese aus den 
gleichen Tieren, an denen wir auch schon die Charakterisierung von LOX durchführten [114]. 
Eine Inhibierung der LOX-Expression wird nach derzeitiger Studienlage physiologisch durch 
Prostaglandin E2 und Isoniazid erreicht [12;153]. Wir nutzten hierzu b-aminopropionitrile 
(BAPN), einen spezifischen synthetischen LOX-Hemmstoff.  
Neonatale kardiale Rattenfibroblasten wurden sowohl mit AngII (3µg/ml für 3 Std.), als auch 
mit rekombinantem CTGF (1ng/ml für 1 Std.) inkubiert und anschließend der Effekt auf die 
Fibronektin-Expression in der densitometrischen Analyse quantifiziert. Beide Metaboliten 
vermochten den Gehalt an Fibronektin in der Zelle zu steigern. Wurden die Fibroblasten 
allerdings mit BAPN (100nM) für 21 Stunden vorinkubiert und anschließend sowohl mit AngII, 
als auch mit CTGF behandelt, blieb die beobachtete Vermehrung des Glykoproteins aus. Der 
ohne LOX-Hemmung beschriebene Effekt der vermehrten Proteinexpression unter Inkubation 
mit beiden Botenstoffen, konnte unter Einfluss von BAPN nicht detektiert werden. Somit 
reduziert eine Inhibition von LOX gleichzeitig die Synthese von Fibronektin und beschreibt die 
Abhängigkeit des Glykoproteins von dem Enzym, wie Abbildung 18 zeigt. 
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4.15. Reduktion der Fibronektin-Proteinexpression durch Statine 
 
Schließlich wurden auch quantitative Messungen in Form von Western Blot-Analysen gemacht, 
um die Auswirkungen der Rac1-Überexpression in den beschriebenen transgenen Mäusen auf 
das Glykoprotein Fibronektin zu eruieren (Abbildung 19). Hier zeigte sich eine deutliche 
Heraufregulierung des Fibronektin-Gehalts in den RacET-Mäusen (627 ± 146% vs WT, 
p<0,05). Und auch in diesem Modell konnte die Statin-Behandlung die Expression von 
Fibronektin senken (206 ± 54% vs. WT, p<0,05) und zeigen, dass diese Therapieoption den 
pathologischen Strukturveränderungen auf molekularer Ebene entgegenwirkt. 
 
Anhand dieser Ergebnisse lässt sich eine mögliche Signaltransduktionskette ableiten, welche die 
Pathogenese von Vorhofflimmern, in Bezug auf das profibrotische Remodeling,  auf 
molekularer Ebene erklärt. So führt AngII über die Aktivierung des Zytokins TGF-β1 und der 
resultierenden Stimulation der Rac1-GTPase zur vermehrten Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies, die wiederum die Expression von CTGF steigern. CTGF führt dann zur 
Erhöhung der Proteinsynthese von LOX, die zum einen vermehrte Kollagen-Crosslinks 
induziert und zum anderen den Fibronektin-Gehalt in der Fibroblasten-Zelle erhöht. Fibronektin 
selbst ist, neben der Förderung der Quervernetzung der Kollagenfibrillen, auch an der weiteren 
Aktivierung der Lysyl Oxidase beteiligt und steigert somit durch positiven Feedback den Effekt 
von LOX. Damit wären wir vom Mediator AngII im kardiovaskulären System zur Fibrosierung 
und zum strukturellen Umbau des Vorhofs gelangt. Einen schematischen Überblick über die 
gesamten molekularen Prozesse liefert Abbildung 20. 





Die Persistenz von Vorhofflimmern korreliert positiv mit dem Ausmaß der atrialen 
Gewebefibrosierung und mündet in der Ausbildung eines Circulus vitiosus aus strukturellem 
Remodeling und flimmerndem Myokardgewebe [20;40;53;86;91;109]. „Atrial fibrillation 
begets atrial fibrillation“ – das 1995 durch Wijffels et al. charakterisierte Phänomen der atrialen 
Rhythmologie, welches das Vermögen des Vorhofgewebes eine einmal aufgetretene 
Flimmerbewegung aufrecht zu erhalten beschreibt, wird durch diesen Pathomechanismus 
untermauert [169]. Jedoch herrscht Unklarheit über das Ereignis, das die erstmalige 
Manifestation einer fibrillierenden Episode einleitet. Diese fehlende Substratidentifizierung 
führt im klinischen Alltag häufig zur Diagnose des idiopathischen Vorhofflimmerns und 
erschwert den Einzug präventiver Maßnahmen in die Behandlungsstrategien der Erkrankung.   
Im Zentrum unserer gesamten Forschungsreihe steht daher die Absicht zur Konzipierung einer 
Theorie bezüglich der Pathogenese von Vorhofflimmern. Es konnte ein molekularer 
Mechanismus identifiziert werden, der die interstitiellen Fibrosierungen im Rahmen von 
myokardialem linksatrialem Remodeling zu induzieren vermag. Im Mittelpunkt dieses 
Signalwegs steht das Enzym Lysyl Oxidase, dessen arrhythmogenes Potenzial bislang ungeklärt 
ist. AngII steigert die Expression von LOX über eine Aktivierung der small G-protein Rac1-
GTPase und den profibrotisch wirksamen connective tissue groth factor und induziert so 
Kollagen-Crosslinks und interstitielle Fibrose im linken Vorhofmyokard. 
Gleichzeitig werden Implikationen für die klinische Bedeutsamkeit dieser Erkenntnisse in Form 
von Therapieansätzen präsentiert, deren künftige Wertigkeit, besonders unter Berücksichtigung 
demographischer Entwicklungtendenzen, zunehmenden Charakter besitzt. Denn nur wenn die 
ätiologischen Vorgänge verstanden sind, können die bisherigen Interventionen bezüglich ihres 
örtlichen und zeitlichen Angriffspunktes optimiert werden und die symptomatische in eine 
kausale Behandlungsform modifiziert werden. 
 
 
5.1. Identifizierung von Molekülen, die unter Vorhofflimmern einer 
Expressionsänderung unterliegen 
 
Die zunehmende Konkretisierung des linken Atriums als topografischer Ursprung von 
flimmernden Episoden [110], begründete die Auswahl des Untersuchungsgewebes für eine erste 
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richtungsweisende Orientierung. Wir wählten humane linksatriale Appendices, die sich 
lediglich in der Präsenz von Vorhofflimmern oder Sinusrhythmus unterschieden. Im Weiteren 
bewiesen Analysen dieses Material bereits in Vorstudien eine Steigerung der AngII-, Rac1- und 
CTGF-Proteinexpression in arrhythmischem Gewebe [1;2]. Durch verschiedene 
Quantitätsprüfungen konnten wir veränderte Expressionsprofile von Kollagen, 
Kollagencrosslinks, LOX, TGF-β1 und Fibronektin detektieren. Die Assoziation von 
flimmerndem Parenchym und einem erhöhten Gewebegehalt der jeweiligen Proteine, ließ 
Interaktionen und gegenseitige Regulationsmechanismen vermuten, wie sie zum Teil in anderen 
Gewebetypen bereits nachgewiesen sind. So organisiert die Aminoxidase LOX lösliche 
Kollagenfibrillen durch Crosslinking in einer unlöslichen fibrotischen Matrix. Die Anzahl dieser 
Fibrillen wird dabei durch CTGF reguliert [26;67;110;146]. Dieser Mediator vermag 
gleichzeitig die Synthese eines weiteren Proteins der extrazellulären Matrix zu stimulieren. So 
erfährt Fibronektin CTGF-abhängig eine Expressionssteigerung und ist seinerseits beteiligt an 
der Aktivierung von LOX und Kollagen [26;32]. TGF-β1 dagegen gilt als Stimulus für die 
LOX-, Kollagen- und CTGF-Expression, wobei die jeweiligen Stoffwechselwege als 
unabhängige Pfade beschrieben werden [66]. Auch die LOX-Aktivität unterliegt einer 
Modulation durch TGF-β1, genauso wie einer Beeinflussung durch reaktive Sauerstoffspezies 
[70]. Diese wiederum sind Produkte der NADPH-Oxidase, welche durch Translokation der 
Rac1-GTPase aktiviert wird [1;17;31;83;97;151]. Als Initiator dieser örtlichen Verlagerung gilt 
letztendlich extrazelluläres AngII  [23;44]. Es gibt derzeit bereits Spekulationen über eine 
Beteiligung von oxidativem Stress an der interstitiellen Fibrosierungstendenz im flimmernden 
Vorhof, die durch Inhibierung der Superoxid-Freisetzung nachweislich reduziert werden kann 
[2;56;75;140;167].  ROS sind hier mit substantiellen oxidativen Veränderungen im 
myokardialen Zellstoffwechsel assoziiert, die sich in veränderten Gentranskriptionsraten, 
Aktivitätsänderungen von Enzymen und mitochondrialen DNA-Schäden wiederspiegeln 
[78;79;92].  
Der Bedeutung dieser Aberrationen für die Genese von Vorhofflimmern ist  ungeklärt. Erstmals 
fanden Studien in Zellen myokardialer Herkunft statt, die die Diversität der molekularen 
Beziehungen in einem komplexen Signaltransduktionsweg systematisch strukturierten. 
 
 
5.2. Lokalisation im myokardialen Zellverband 
 
Das Myokard besteht lediglich zu 30% aus Myozyten. Die übrigen Zellen setzen sich aus 
kardialen Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen zusammen und ergeben 
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in ihrer Gesamtheit ein komplex organisiertes Netzwerk aus elektrischer, biomechanischer und 
chemischer Kommunikation [22;108;148].  Jegliche Aberration dieser Konnektivität vermag 
maladaptive Störungen des kardialen Metabolismus und der strukturellen Integrität in Form von 
Remodelingvorgängen zu provozieren. Im atrialen Zellverband sind es die Fibroblasten, welche 
die Strukturen der extrazellulären Matrix synthetisieren und deren Stoffwechsel regulieren. 
Insbesondere die Kollagen- und Fibronektin-Produktion unterliegt dem Einfluss dieser Zellen 
mesenchymalen Ursprungs [73]. Ein Ungleichgewicht von Synthese und Degradation 
extrazellulärer Matrixkomponenten bestimmt die Dimension kardialen Remodelings durch 
Steigerung der mechanischen Gewebestarre, Unterbindung der elektrophysiologischen 
Kommunikation und Einleitung einer insbesondere diastolischen Dysfunktion [148]. Im 
Rahmen des Fibrosierungsprozesses unter Vorhofflimmern erfahren Fibroblasten somit eine 
besondere Bedeutung und erscheinen als potenziell ausschlaggebend für strukturelles 
Remodeling im Atrium. Unsere Lokalisationsanalysen mittels Immunfluoreszenz in 
linksatrialen Appendices ergaben eine Identifikation von LOX überwiegend in diesem 
Zelltypus, weshalb die weiteren Studien an Zelllinien mit gleichen Eigenschaftenrealisiert 
wurden. Schließlich wurden neonatale kardiale Rattenfibroblasten zur eingehenderen 
Charakterisierung herangezogen. Zur Validierung dieser Entscheidung wurden außerdem 
anfängliche Daten mit solchen myozytärer Herkunft verglichen. Das Signal der Myozyten war 
um ein vielfaches schwächer als das der Fibroblasten. Bestätigung findet die Identifikation der 
fibroblastären Zelle als Produzent einer LOX-Überexpression auch in den Studien von Boak et 
al. und Majora et al. [12;99]. Des Weiteren ist bekannt, dass humane kardiale Fibroblasten 
membranständige AT1-Rezeptoren exprimieren, welche, durch Mediation eines extrazellulären 
AngII-Signals, Fibrose zu induzieren vermögen [74]. 
 
 
5.3. Charakterisierung der Interaktionen in vitro 
 
Die Adaptation der Herzdynamik unter pathologischen Bedingungen wird zumindest 
anteilsmäßig durch die Beschaffenheit der ECM diktiert, die sämtliche mechanische, 
elektrophysiologische und chemische Kommunikationspfade determiniert. Die molekularen 
Signalwege, welche die extrazellulären Matrixkomponenten modifizieren, sind dabei 
weitgehend unverstanden. Dabei ist gerade ein besseres Verständnis der dynamischen 
Interaktionen zwischen ECM und den produzierenden Fibroblasten, die durch biochemische 
Mediatoren garantiert werden, essentiell für gegenregulatorische Therapiekonzepte.  
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Bisherige Studien konnten bereits Moleküle identifizieren und quantifizieren, die das atriale 
Rhythmusgeschehen nachhaltig beeinflussen. Es existieren mehrere Aktivatoren kardialer 
Fibroblasten, die den Gehalt an extrazellulären Matrixstrukturen regulieren können. Neben 
mechanischer Dehnung, Hypoxie und elektrischen Potenzialen, vermögen auch diese 
chemischen Faktoren als entsprechende Reize zu fungieren. So induzieren unter anderem AngII, 
TGF-β und Endothelin ihre proliferative Wirkung über fibroblastäre Stimulation. In 
Abhängigkeit dieses Stimulus erfolgt die metabolische Zellantwort des Fibroblasten in Form 
einer quantitativen und/oder qualitativen Modifikation der Produktion und Sekretion von 
Signalmolekülen [15;38;148;166]. Absicht unserer Forschungsreihe war die Identifizierung, 
Charakterisierung und Systematisierung dieser Transduktionskette. 
Einige Analysen postulieren die Existenz eines herzspezifischen lokalen Renin-Angiotensin-
Systems (RAS) mit entscheidendem Einfluss auf die kardiale Funktion. AngII, als 
Effektormolekül des RAS, vermag außerdem, über Vermittlung durch den AT1-Rezeptor, die 
Synthese und Sekretion von Kollagen in kardialen Fibroblasten zu induzieren [35;81;90]. Als 
intrazellulärer Mediator fungiert dabei in erster Linie die Rac1-GTPase, welche downstream, 
über eine Koordination der NADPH-Oxidase mit Regulierung der Superoxidproduktion, die 
Proteinexpression von CTGF kontrolliert [2]. Dieser Wachstumsfaktor vermag zumindest in 
humanen Gingvia-Fibroblasten den extrazellulären Kollagengehalt zu erhöhen und wird hier 
durch TGF-β reguliert [66]. Veränderte Expressionen dieses Zytokins im Rahmen der 
Herzinsuffizienz verraten auch seine kardiale Bedeutung. Neben ihrer Funktion als primäre 
Produzenten von TGF-β, tragen kardiale Fibroblasten auch die TGF-β-spezifischen 
Oberflächenrezeptoren und fungieren somit gleichzeitig als Effektorzellen [25]. Die ausgelöste 
auto- bzw. parakrine Zellantwort beinhaltet die Synthesesteigerungen von fibrillären 
Kollagenen, Fibronektin, Proteoglykanen und kontraktilen Genen, sowie die Reifung des 
Fibroblasten zum Myofibroblasten [37;61;85;163]. Als aktive differenziertere Form der ehemals 
ruhenden Fibroblastenzelle, weisen Myofibroblasten zusätzliche Marker auf und spielen eine 
Schlüsselrolle für reparative Fibrose und Myokardinfarkt. Des Weiteren scheinen flimmernde 
Kardiomyozyten Substanzen zu sezernieren, welche die fibroblastäre Funktion, hinsichtlich 
einer Differenzierung zum Myofibroblasten mit gesteigerter ECM-Syntheseleistung, zu 
modifizieren vermögen [19]. In normalem kardialen Gewebe dagegen lassen sich in der Regel 
keine Myofibroblasten ausmachen [21;148;154]. Wir konnten signifikant erhöhte TGF-β-Profile 
in Patienten mit Vorhofflimmern detektieren und Assoziationen mit der Rac1/NADPH-Oxidase- 
Signaltransduktion ausmachen. Das hierfür zugrunde liegende Modell transgener Mäuse, 
zeichnete sich durch eine Überexpression von TGF-β1 in den Tieren aus. Sowohl der Rac1-, als 
auch der CTGF-Gehalt, zeigte einen signifikanten Anstieg in den Herzen der manipulierten 
Mäuse im Vergleich zu den murinen Wildtypen. Dies geht mit Ergebnissen aktueller Studien 
einher, die Assoziationen von TGF-β1 sowohl upstream mit dem AngII-, als auch downstream 
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mit dem LOX- und CTGF-Metabolismus beschreiben. Vor allem der kardiovaskuläre Mediator 
AngiotensinII gilt als eindeutig nachweisliches Stimulans des Zytokins. Hong et al. postulieren 
eine gesteigerte LOX-Aktivität in humanen Gingviafibroblasten als Antwort auf den TGF-β1-
Trigger [11;44;47;54;66;139;152]. In einigen Tieren unseres Mausmodells konnte ebenfalls eine 
eindeutige Zunahme der LOX-Expression ausgemacht werden, welche jedoch knapp das 
Signifikanzniveau verfehlte.  
Die Potenz zur Determinierung und Variation extrazellulärer Matrixkomponenten, insbesondere 
Kollagen I und III, disponiert LOX dennoch zu einem essentiellen Substrat für sämtliche 
profibrotische Prozesse [67;100]. Bisherige Studien konnten die Aminoxidase allerdings 
lediglich im linksventrikulären Myokard, im Rahmen von Myokardfibrose und dilatativer 
Kardiomyopathie, ausmachen [100;144]. Atriale LOX-Expressionen sind dagegen bislang noch 
nicht quantifiziert worden. Da sowohl Affymetrix-, als auch RT-PCR- und Western Blot-
Analysen eine linksatriale LOX-Gehaltssteigerung unter Vorhofflimmern detektierten, die mit 
einer Zunahme der Kollagenmenge und einem erhöhten Kollagen-Crosslinking einherging, 
erstellten wir im Folgenden ein kardial-fibroblastäres Zellkulturmodell zur weiteren 
Charakterisierung der pathophysiologischen Vorgänge. Hierzu nutzten wir neonatale kardiale 
Rattenfibroblasten. Dass AngII in diesen Zellen als upstream-Mediator von CTGF fungiert, 
wurde bereits beschrieben [2;129]. Die downstream-Involvierung von LOX in diesen Signalweg 
gestaltet sich dagegen als völlig neuartiges Phänomen in der molekularbiologischen Forschung 
bezüglich Vorhofflimmerns. Sowohl AngII-, als auch CTGF-Behandlunsreihen, ergaben 
signifikante Anstiege der LOX-Proteinexpression, die,  durch Transfektion mit small interfering 
RNA für CTGF oder durch Präinkubation mit einem Rac1-spezifischen small molecule 
inhibitor, nahezu vollständig unterdrückt werden konnten. Somit konnten CTGF und Rac1 als 
downstream-Mediatoren des extrazellulären AngII-Signals identifiziert werden, welche in der 
Folge die Steigerung der LOX-Expression in kardialen Fibroblasten induzieren.  
Bisherige Forschungsarbeiten suggerieren im Weiteren eine Interaktion von LOX und 
Fibronektin, welches, als Glykoprotein der extrazellulären Matrix, diese zu regulieren vermag. 
In embryonalen Mäusefibroblasten beeinflusst Fibronektin beispielsweise die Aktivität von 
LOX [43;98;114;147;162]. Die Formation der Fibronektin-Matrix gilt dabei als entscheidendes 
Kriterium für die nachfolgende Anordnung der Kollagenfibrillen Typ I und III [147;162]. 
Diesbezügliche Daten in Vorhofgewebe existieren bislang nicht. In den in vitro-Zellreihen aus 
neonatalen kardialen Rattenfibroblasten zeigte sich eine Induktion der Fibronektin-
Proteinexpression durch AngII- und CTGF-Behandlung. Diese Effekte wurden mittels 
Präinkubation mit b-aminopropionitrile, einem LOX spezifischen small molecule inhibitor, 
vollständig unterdrückt. Diese Daten erlauben also Rückschlüsse auf eine Regulation des 
Fibronektin-Gehalts via Rac1, CTGF und LOX. 
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Die Gesamtheit der Beobachtungen geht einher mit den Ergebnissen von Sivakumar et al. 
bezüglich kardialem Remodeling. Das Auftreten einer dilatativen Kardiomyopathie korreliert 
hier mit dem Gehalt an Kollagen, LOX und TGF-β [144]. Außerdem scheinen ähnliche 
profibrotische Effekte in vaskulären Zellen zu existieren. Auch hier vermag AngII über den 
AT1-Rezeptor eine CTGF-Mediation zu provozieren, welche mit einer endogenen Produktion 
von reaktiven Sauerstoffspezies und TGF-β assoziert ist [129]. 
Die Systematisierung dieser Ergebnisse erfolgte schließlich in Form einer schematischen 
Signaltransduktionskette unter Berücksichtigung sämtlicher Interaktionen und modulierenden 
Faktoren (Abbildung 20). Hierbei ergaben sich Inkongruenzen mit den Resultaten von Hong 
HH et al., die eine Kollagenakkumulation durch humane Gingvia Fibroblasten zwar ebenfalls 
als TGF-β1-vermittelt ansehen, die nachfolgende CTGF- und LOX-Aktivierung aber als 
voneinander unabhängige Signalwege beschreiben [66]. Lopez B et al unterscheiden außerdem 
zwischen einer TGF-β- und einer ROS-getriggerten LOX-Aktivitätssteigerung ohne 
gegenseitige Einflussnahme [93].  
 
 
5.4. Verifizierung der Ergebnisse in vivo  
 
Reduzierte Funktionalität resultiert aus dem atrialen strukturellen Remodeling, welches mit 
Vorhofflimmern einhergeht [4;172].  
Richtungsweisende Erkenntnisse über die entsprechenden molekularen Abläufe lieferten bereits 
unsere Zellkulturergebnisse. Zur Verifizierung dieser Daten und zur Erprobung therapeutischer 
Ansätze führten wir in vivo-Untersuchungen an einem transgenen Maus-Modell durch, welches 
die einzelnen Moleküle in ihrer Relation zur Rac1-GTPase weiter charakterisieren sollte. Die 
Tiere zeichneten sich durch eine Überexpression von Rac1 unter der Kontrolle des MHC 
Promoters aus, was zu einem entsprechend erhöhten CTGF-Gewebegehalt führt und 
Vorhofflimmern provoziert [1;2]. Eine gesteigerte LOX-Proteinexpression in den RacET-
Mäusen konnte durch unsere Analysen ebenso nachgewiesen werden, wie die Assoziation mit 
einem vermehrten Kollagengehalt und einer Anreicherung von Kollagen-Crosslinks. Auch 
wurden Auswirkungen der genetischen Modifikation auf den Fibronektin-Zellgehalt festgestellt, 
der unter der permanenten Rac1-Stimulation einen signifikanten Anstieg erfuhr. Der Nachweis 
einer gesteigerten Fibronektin-Proteinexpression in linken Vorhöfen von Patienten mit 
Vorhofflimmern und solchen aus RacET-Mäusen decken sich mit Studien ähnlichen Charakters, 
in denen die Rhythmusstörung, durch externes Tachypacing, in Tiermodellen imitiert wurde 
[19;91].  
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Diese Entschlüsselung zellmetabolischer Faktoren liefert in der Folge Ansatzpunkte für eine 
möglicherweise präventive Therapie von Vorhofflimmern. Durch rechtzeitige Intervention 
könnten so die strukturellen Remodelingprozesse inhibiert werden und deren Auswirkungen auf 
die Persistenz der Rhythmusstörung würden minimiert. 
 
 
5.5. Krankheitsprävention und potentielle Therapieoptionen 
 
Ein weiterer Aspekt unserer Untersuchungen stellt die Identifizierung einer Substanzklasse dar, 
welche das Auftreten von Vorhofflimmern reduziert. Die erstellte Signaltransduktionskette 
offeriert, in Form von Regulatorproteinen, mögliche Angriffspunkte für eine medikamentöse 
Beeinflussung der Rhythmusstörung. Die bisherigen Therapiemöglichkeiten einer Rhythmus- 
bzw. Frequenzkontrolle erfüllen oft nur unzureichend die erhofften Behandlungserfolge im 
Hinblick auf Morbidität und Mortalitä. Außerdem erfolgt ihre Einleitung erst nach 
Erstmanifestation der Erkrankung. Primärpräventive Maßnahmen dagegen haben bislang wenig 
Einzug in den klinischen Alltag erfahren. Die ARMYDA-3-Studie eruierte diesbezüglich den 
Effekt einer medikamentösen Therapie mit Statinen (HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren) auf die 
Prävalenz von Vorhofflimmern nach kardiochirurgischen Eingriffen. Die Applikation von 
40mg/Tag, beginnend eine Woche vor OP-Termin, ging mit einer 61%igen Risikoreduktion von 
postoperativem Vorhofflimmern einher [116]. Des Weiteren zeigt die Rekurrenz der 
Rhythmusstörung nach Kardioversion eine Abhängigkeit von einer Statin-Behandlung [112]. 
Neben dem Primäreffekt einer Cholesterinsenkung, vermögen HMG-CoA-Reduktase-Hemmer 
die Isoprenylierung der kleinen G-Proteine zu verhindern und somit auch die Rac1-Aktivität zu 
inhibieren [31;83;151]. Eine orale Applikation von Statinen an die RacET-Mäuse war mit einer 
niedrigeren Inzidenz von Vorhofflimmern assoziiert [1;2]. Gleichzeitig kam es zur Regression 
der LOX-Expression, zur Minderung des Kollagen-Gehalts und zur Dezimierung der Kollagen-
Crosslinks in den RacET-Mäusen. Und auch der Fibronektin-Zellgehalt wurde in den 
transgenen Mäusen unter Statin-Einnahme signifikant reduziert. Die Induktion der LOX-
Herabregulierung mittels HMG-CoA-Reduktasehemmern konfirmieren die Analysen von 
Rodriguez C et al. im porcinen Tiermodell [125]. Bestätigung finden unsere Daten außerdem in 
den Studien von Ruperez et al., die eine Reduktion der AngII-getriggerten ECM-
Synthesesteigerung mittels Statin-Behandlung in vivo und in vitro beobachteten [130]. Ebenso 
postulieren Tsai CT et al. die Umkehr des AngII-induzierten strukturellen Vorhofremodelings 
durch Statine [156]. 
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Auch prospektive Studien an Patienten mit ischämischen Herzerkrankungen, die eine orale 
Statin-Therapie erhielten, zeigten eine rechtsatriale Aktivitätsminderung der NADPH-Oxidase 
durch Inhibition von Rac1. Diese Beobachtungen postulieren eine relevante Übertragung der 
antioxidativen Effekte der Statine vom Maus-Modell auf den Menschen [97].  
Die Statin-Therapie scheint eine mögliche Behandlungsstrategie mit positiven Auswirkungen 
auf Morbidität und Mortalität in der Prävention von Vorhofflimmern darzustellen. Das 
Spektrum unerwünschter Arzneimittelwirkungen gilt es natürlich bei der 
Medikamentenzulassung für neue Indikationen stets zu berücksichtigen. Durch die bereits 
mehrjährige Anwendung von Statinen im klinischen Alltag  ist allerdings ein 
Nebenwirkungsprofil erstellt und eine Symptomerkennung gewährleistet. 
Die Identifikation der Patientengruppe, welche tatsächlich von einer solchen Behandlung 
profitiert, sollte Ziel künftiger Forschungsarbeiten sein. Der Benefit in der ARMYDA-3-Studie 
bezog sich primär auf Patienten mit unveränderter Vorhofgröße. Diese Beobachtung deckt sich 
mit unseren Ergebnissen. Die Vorhöfe unserer Tiere waren zum Untersuchungszeitpunkt nur 
sehr geringgradig vergrößert. Dieser wurde nämlich vor Erreichen des Endpunktes 
„Erstmanifestation des Vorhofflimmerns“ terminiert, also in der Reifungsperiode der 
strukturellen molekularbiologischen Aberrationen. So konnten Aussagen über die 
Initiierungsphase der Tachyarrhythmie getroffen werden, in der allerdings die Provokation der 
atrialen Gewebedilatation erst induziert wurde, nicht aber bereits bestand. Eine Behandlung 
reduzierte nachweislich die Synthese von Kollagenfibrillen und deren Quervernetzung, welche 
maßgeblich an der atrialen Maladaptation beteiligt sind.  Haben sich die strukturellen 
Remodelingprozesse aber bereits, in Form eines linksatrialen Volumenzuwachses oder einer 
Permanenz des Vorhofflimmern, manifestiert, scheint die Ansprechbarkeit des Gewebes 
deutlich reduziert [116;143]. So haben Patienten mit Vorhofflimmern und gleichzeitiger 
Vergrößerung des linken Atriums eine nachweislich schlechtere kardiovaskuläre Prognose als 
solche mit regelrechten Vorhofdimensionen [7]. Auch exakte Angaben zu Dosis und Dauer der 
Behandlung bedürfen weiterer prospektiver klinischer Analysen. 
Die Präsentation des Transduktionsweges mit Darstellung der beteiligten Metaboliten liefert 
zudem weitere Angriffspunkte für innovative Präventions- und Therapieoptionen von 
Vorhofflimmern. Die Inhibierung der AngII-induzierten Signalübertragung vermag nämlich, 
neben der erwiesenen Rac1-Hemmung durch Statine, auch auf sämtlichen anderen Stufen der 
Kette erreicht zu werden. Diesen Möglichkeiten gilt es weiterhin nachzugehen. So verhindert 
beispielsweise die vorherrschende Unklarheit über die Tertiärstruktur der Lysyl Oxidase bislang 
die pharmakologische Entwicklung spezifischer Inhibitoren. Diesbezügliche Konkretisierungen 
würden dementsprechend auch gleichzeitig die Erweiterung therapeutischer Angriffspunkte 
beinhalten. Außerdem scheinen insbesondere die Veränderungen durch eine pharmakologische 
Therapie mit AT1-Rezeptor-Antagonisten oder spezifischen TGFβ1-Rezeptor-Antagonisten 
D i s k u s s i o n  
 
 
erfolgsversprechend zu sein [60;128;152;156]. Besonders im Hinblick auf vaskuläre 
Komplikationen, wie den zerebralen Insult, scheint die AT1-Blockade, durch Prävention der 
atrialen endokardialen Dysfunktion, erfolgsversprechend [173]. 
 
 
5.6. Limitationen der Studie 
 
Bezugnehmend auf das angewandte Zellkulturmodell erfahren unsere Investigationen bestimmte 
Restriktionen. Das Versuchsdesign nutzt nämlich ventrikuläre Fibroblasten als 
Untersuchungmaterial, obwohl eine Vorhofpathologie charakterisiert werden soll. Diese 
Einschränkung ergibt sich aus der niedrigen Quantität atrialen Gewebes bei Nutzung neonataler 
Ratten als Versuchstiere. Die Anzahl dieser würde sich, unter Begrenzung der Zellen auf solche 
atrialen Ursprungs, mehrfach potenzieren, da ein Pooling von mindestens zehn Proben 
erforderlich wäre, um die nötige Gewebemasse für die nachfolgenden Analysen zu erhalten. 
Deswegen führten wir zu Beginn der Forschungsreihe beispielhaft Experimente durch, die die 
Validität des Modells prüfen sollten. Unter Berücksichtigung der gleichen Methodik wie im 
verwendeten Studiendesign, isolierten, kultivierten und stimulierten wir neonatale 
Rattenfibroblasten aus Vorhofmyokard und detektierten den LOX-mRNA-Gehalt nach 
Behandlung mit rekombinantem CTGF mittels RT-PCR. Das Ausmaß der LOX-mRNA-
Expressionszunahme unter CTGF-Behandlung zeigte sich hierbei als identisch mit der 
Amplitude der mRNA-Gehaltssteigerung von LOX bei der Utilisation von ventrikulärem 
Zellmaterial. Diese Beobachtung initiierte die Annahme der Existenz eines einheitlichen 
Signaltransduktionssystems für atriales und ventrikuläres Myokard, was wir als Grundlage aller 
folgenden Analysen voraussetzten. Zudem wird Vorhofgewebe, im Vergleich zu solchem aus 
der Herzkammer,  eine deutlich höhere Vulnerabilität bezüglich profibrotischer 
Remodelingprozesse zugesprochen [58]. Ventrikuläre Effekte dürften somit in zumindest 
gleichem Ausmaß auf die Vorhofebene übertragbar sein. 
Einer eingeschränkten Kongruenz bei der Übertragung der postulierten Signalkette aus dem 
Ratten-Zellkulturmodells auf die in-vivo-Versuche mit Mäusen konnte durch mehrfache 
Annahmeprüfung auf verschiedenen Ebenen des Signaltransduktionsweges entgegengewirkt 
werden. So unterlagen sowohl die kardiale LOX-, als auch die CTGF-Proteinexpression der 
Mäuse der eindeutigen Regulation durch die Rac1-GTPase und wurden statininduzierend 
supprimiert, was eine alternative Wirkweise der HMG-CoA-Reduktasehemmer unter 
Umgehung des beschriebenen Signalweges unwahrscheinlich macht. Außerdem erhöht die 
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Tatsache, dass der gleiche Signalweg in verschiedenen Spezies existent zu sein scheint, die 





Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unsere Forschungsreihe zum besseren Verständnis der 
molekularen Mechanismen im Rahmen von Vorhofflimmern beiträgt und diesbezüglich sowohl 
ätiologische, als auch therapeutische Konzepte und Erklärungsmodelle präsentiert. 
Die Identifizierung des Signalwegs, welcher mit strukturellem Vorhofremodeling assoziiert ist, 
bildet die Grundlage zur Entwicklung neuartiger präventiv wirksamer Behandlungsstrategien. 
Weitere klinische Studien sind nötig, um die Wirksamkeit einer Statineinnahme auf die 
Prävalenz der Erkrankung zu überprüfen. Der Einsatz dieser Medikamentenklasse gestaltet sich 
jedenfalls als realitätsnah und zur praktischen Umsetzung geeignet; auch wenn die 
beschriebenen Effekte keiner kardialen Spezifität unterliegen.








Elektrophysiologie im Rahmen des strukturellen Remodelings im Vorhofmyokard 
A: Regelrechtes Vorhofmyokard: Die Ausbreitung des Aktionspotentials erfolgt gleichermaßen 
entlang den Leitungsbahnen 1 und 2 einer sich verzweigenden Muskelfaser. Ein retrograder 
Verlauf ist wegen der Refraktärzeit der Muskelzelle ausgeschlossen.  Die sich 
entgegenlaufenden Erregungen in einer Kurzschlussverbindung der beiden Muskelfaserstränge 
(3) löschen sich gegenseitig aus (x) und garantieren so eine gerichtete 
orthograde.Depolarisationswelle (Abbildung modifiziert aus [174]).   
B: Unidirektionaler Block und Reentry-Genese: Entsprechend einer reaktiven Fibrosierung, ist 
die Leitfähigkeit des Myokards im betroffenen Areal herabgesetzt (grün). Außerdem erlaubt die 
Strukturänderung lediglich eine retrograde Ausbreitung der Erregung; der orthograde Weg ist 
blockiert. Ein ankommendes Aktionspotential wird also ausschließlich über Leitungsbahn 1 
weitergeleitet. In Verbindungsbahn 3 erfolgt nun, aufgrund der fehlenden gegenläufigen 
Erregungswelle, eine gerichtete Erregungsausbreitung, welche schließlich retrograd 
Leitungsbahn 2 depolarisiert. Die Unidirektionalität des fibrosierten Areals ermöglicht eine 
weitere Fortleitung des Signals, verzögert dieses aber wegen der veränderten Zellkomposition  
(----). Diese zeitliche Diskrepanz ermöglicht das Umgehen der Refraktärzeit im übrigen 
Myokard, da durch die Abbremsung der Erregung ausreichend Repolarisationszeitraum 
gewonnen wurde. Sobald das Aktionspotential den Block also passiert hat, vermag es bereits die 
Muskelfasern in Leitungsbahn 1 erneut zu depolarisieren. Demnach wird ein kontinuierlicher 
Kreislauf in Form eines Reentrys geschaffen, welcher ohne äußeren Einfluss nicht wieder zu 
überwinden ist (Abbildung modifiziert aus [174]). 
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Offene Fragen zur AngII-getriggerten Reizweiterleitung im atrialen Myokard 
unter Vorhofflimmern 
Die Manifestation und Unterhaltung von Vorhofflimmern gründet sich auf strukturelle 
Remodelingprozesse, welche durch AngII induziert werden. Die Rac1-abhängige NADPH-
Oxidase wird aktiviert und akkumuliert in der Folge Superoxide, die über eine Anregung der 
CTGF-Produktion fibroproliferativ wirksam werden. Der genaue Ablauf dieser profibrotischen 
Antwort auf das CTGF-Signal konnte allerdings bislang noch nicht identifiziert werden. Es fehlt 
der unmittelbare Initiator der Kompositionsänderung extrazellulärer Matrixproteine. In diesem 
Zusammenhang charakterisierten wir die Bedeutung der Lysyl Oxidase, welche über eine 
Vernetzung von Kollagenfibrillen fibroseinduzierendes Potenzial besitzt.  
Unklarheit besteht des Weiteren in der Übertragung des AngII-Reizes von seinem 
membranständigen Rezeptor auf die zytosolische Rac1-GTPase. Hier vermuteten wir eine Rolle 
von TGF-β1, welches als fibrogenetisches Zytokin bekannt ist.  









Das LOX-katalysierte Crosslinking der Kollagenfibrillen  
Die Stöchiometrie der Reaktion, welche LOX katalysiert, veranschaulicht die Entstehung eines 
reaktionsfreudigen Semialdehyds durch Oxidation primärer Amine, die den Peptidsträngen von 
Kollagen und Elastin entstammen. Dieses Produkt ist befähigt spontane Bindungen mit einem  
Peptidyl Lysin oder einem Peptidyl Aldehyd eines weiteren Stranges einzugehen,. Die 
Kondensation ergibt kovalente Crosslinks zwischen den einzelnen Fibrillen und dient deren 













Biosynthese und Regulationsmöglichkeiten der Lysyl Oxidase  
Der LOX-Syntheseweg beinhaltet eine Verlagerung von intra- nach extrazellulär,  wo 
schließlich, durch proteolytische Abspaltung des Propeptids, das Enzym aktiviert wird. Um 
seine auto- und parakrinen Effekte zu erfüllen, wird es anschließend entweder erneut in die 

























Gesteigerter Kollagengehalt und vermehrtes Crosslinking der Kollagenfibrillen in 
linksatrialen Appendices bei Patienten mit Vorhofflimmern  
A: Die Quantifizierung von löslichem, unlöslichem und gesamtem Kollagengehalt in linken 
Vorhöfen von Patienten mit Vorhofflimmern (AF) ergab, im Vergleich zu Kontrollproben im 
Sinusrhythmus (SR), einen erhöhten Kollagen-Gesamtgehalt (n=5, 65±7 vs. 37±5 µg/mg 
Protein, p<0,05), sowie eine Steigerung des Gehalts an unlöslichem Kollagen (=cross-linked 
Kollagen) (n=5, 62±6 vs. 32±5 µg/mg Protein, p<0,05). Dagegen blieb die Menge an löslichem 
Kollagen (=nicht cross-linked Kollagen) in beiden Vergleichsgruppen nahezu konstant.  
B: Die Menge an Kollagen-Crosslinks ergibt sich aus dem Verhältnis von unlöslichem zu 
löslichem Kollagengehalt und zeigt in der densitometrischen Quantifizierung eine Vermehrung 
in linken Vorhöfen bei Patienten mit Vorhofflimmern, verglichen mit solchen von Patienten im 











Erhöhte LOX-Expression in linksatrialen Appendices bei Patienten mit Vorhofflimmern 
A: Die densitometrische Quantifizierung, normiert auf GAPDH als DNA-Ladekontrolle, zeigte 
eine signifikante Erhöhung des Gehalts an LOX-mRNA im linken Vorhof von Patienten, die 
unter Vorhofflimmern litten, im Vergleich zu solchen im Sinusrhythmus (n=5, p<0,05). 
Darunter: repräsentative LOX- RT-PCR verglichen mit entsprechender GAPDH- DNA-
Ladekontrolle.  
B: Die Veränderungen auf mRNA-Ebene, ließen sich mittels Quantifizierung durch Western 
Blot- Analysen auch auf die Proteinkomposition der atrialen Zellen übertragen. Die linken 
Vorhöfe von Patienten mit Vorhofflimmern wiesen, verglichen mit solchen im Sinusrhythmus, 
eine Steigerung des LOX-Proteingehalts auf (n=5, p<0,05). Darunter: repräsentativer LOX-
Western Blot verglichen mit entsprechender β-Tubulin-Proteinladekontrolle.  
C: Immunfluoreszenz-Analysen im linksatrialen Vorhofmykard von Patienten mit 
Vorhofflimmern oder im Sinusrhythmus unterstrichen die bisherigen Beobachtungen: Die 
Anfärbung des LOX-Proteins (rot), des Myocyten-Markers α-sarkomerisches Aktin (grün) und 
der Zellkerne (DAPI blau) ergab bei 10facher Vergrößerung eine deutliche quantitative 
Diskrepanz des LOX-Proteingehalts in Gewebe mit und ohne die Rhythmusstörung. Die 





























Intrafibroblastäre Detektion des LOX-Proteins mittels Immunfluoreszenz 
A: Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen anhand von Lokalisationsanalysen im 
linksatrialen Vorhofmyokard von Patienten mit Vorhofflimmern bzw. Sinusrhythmus ergaben 
eine extramyozytäre Anordnung der LOX-Proteine (rot). Die 100fache Vergrößerungsaufnahme 
zeigt die mit dem spezifischen Marker α-sarkomerischem Aktin angefärbten Kardiomyozyten 
(grün) in direkter Nachbarschaft zu den LOX-tragenden Zellen. Zellkerne in DAPI blau.  
B: Die 100fache repräsentative Vergrößerungsaufnahme der  weiterführenden 
Immunfluoreszensanalysen im linken Vorhofmyokard von Patienten mit und ohne 
Vorhofflimmern veranschaulicht die Lokalisation des LOX-Proteins (rot) innerhalb der 
Fibroblasten, die mittels Fibroblasten-Marker Vimentin angefärbt wurden (grün). Zellkerne in 
















Rac 1-abhängige Steigerung der LOX-Expression in neonatalen kardialen 
Fibroblasten durch AngII-Behandlung 
Die Behandlung von neonatalen kardialen Rattenfibroblasten mit Ang II (1µM für 3 Std.), die 
zuvor mit und ohne den spezifischen Rac1 small molecule inhibitor NSC 23766 präinkubiert 
wurden (100nM für 21 Std.), induzierte eine signifikante Erhöhung der LOX-Expression in der 
densitometrischen Quantifizierung der Western Blot-Analysen, normiert auf β-Tubulin als 
Proteinladekontrolle (n=5, *p<0,05 vs. Kontrolle (C)). Die Vorbehandlung mit NSC 23766 
konnte diesen Effekt vollständig verhindern (n=5, #p<0,05 vs. AngII). Darunter: 














Abhängigkeit des LOX-Proteingehalts in neonatalen kardialen Rattenfibroblasten 
von der Aktivität des connective tissue growth factors (CTGF) 
A: Die Effekte einer Inkubation von neonatalen kardialen Rattenfibroblasten mit 
rekombinantem connective tissue growth factor (CTGF 1ng/ml für 1 Std.) auf die LOX-
Expression ergaben in der densitometrischen Quantifizieung, im Vergleich zu β-Tubulin als 
Proteinladekontrolle, eine deutliche Zunahme des Protein-Gehalts unter CTGF-Behandlung 
(n=5, *p<0,05 vs. Kontrolle (C)). Darunter: Repräsentativer LOX-Western Blot verglichen mit 
entsprechender β-Tubulin-Proteinladekontrolle.  
B: Eine solche CTGF-Behandlung (1ng/ml für 1 Std.) modulierte dagegen keinesfalls die 
Expression des Rac 1-Proteins in neonatalen kardialen Rattenfibroblasten. Die 
Quantifizierungsanalysen, normiert auf β-Tubulin als Proteinladekontrolle, ergaben keine 
Veränderungen des Rac1-Gehalts unter Behandlung mit rekombinantem connective tissue 















Induktion der LOX-Proteinexpressionssteigerung durch Rac 1 über die vermehrte 
Synthese von CTGF in neonatalen kardialen Rattenfibroblasten  
Der CTGF-Knockdown in neonatalen kardialen Rattenfibroblasten mittels siRNA-Transfektion 
(si-CTGF) vermag in der densitometrischen Quantifizierung der Western Blot-Analysen, im 
Vergleich zu β-Tubulin als Proteinladekontrolle, den beobachteten Effekt einer LOX-
Expressionssteigerung durch AngII-Behandlung bei aktivierbarem CTGF (sc-CTGF) (n=4, 
p<0,05) nicht zu erzielen. Vielmehr bleibt eine Behandlung mit AngII (1yM für 3 Std.) ohne 
Veränderung des LOX-Proteingehalts. Darunter: Repräsentativer LOX-Western Blot verglichen 



























Reduktion der LOX-Expression durch Statinbehandlung in vivo 
Transgene Mäuse mit kardialer Überexpression von konstitutiv aktivem (V12) Rac 1, reguliert 
durch den α-myosin heavy chain (MHC) promoter, (RacET) wurden einerseits mit Rosuvastatin 
(0,4mg/Tag p.o.)(RacET+Statin), andererseits mit normalem Futter für 10 Monate behandelt 
und mit 10 Monate alten Wildtyp-Kontrollen (WT) verglichen. Die Quantifiizierungsanalysen 
des LOX-Proteingehalts, normiert auf β-Tubulin als Proteinladekontrolle, ergaben eine 
deutliche Expressionssteigerung von LOX in den RacET-Mäusen, verglichen mit den WT-
Tieren. Dieser Effekt wurde durch Behandlung mit Rosuvastatin vollständig verhindert (n=5 pro 
Gruppe, *p<0,05 vs. WT, #p<0,05 vs. RacET). Darunter: Repräsentativer LOX-Western Blot 
verglichen mit entsprechender β-Tubulin-Proteinladekontrolle.  
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Reduktion des Kollagen-Gehalts und des Kollagen Crosslinkings durch 
Statinbehandlung  
A: Die densitometrische Quantifizierung von löslichem, unlöslichem und gesamtem 
Kollagengehalt in den RacET-Mäusen ergab, im Vergleich zu den WT-Mäusen, einen erhöhten 
Kollagen-Gesamtgehalt, sowie eine Steigerung des Gehalts an unlöslichem Kollagen (=cross-
linked Kollagen) (n=5 pro Gruppe, *p<0,05 vs WT). Dagegen blieb die Menge an löslichem 
Kollagen (=nicht cross-linked Kollagen) in beiden Vergleichsgruppen nahezu konstant. Eine 10-
monatige Behandlung mit Rosuvastatin vermochte diesen Effekt zu reduzieren (n=5 pro 
Gruppe, #p<0,05 vs. RacET).  
B: Die Menge an Kollagen-Crosslinks ergibt sich aus dem Verhältnis von unlöslichem zu 
löslichem Kollagengehalt und zeigt in der densitometrischen Quantifizierung eine signifikante 
Vermehrung in den Rac-ET-Mäusen, verglichen mit den WT-Tieren (n=5 pro Gruppe, *p<0,05 
vs. WT). Die Rosuvastatinbehandlung verhinderte diese Zunahme des Crosslinkings der 
Kollagenfibrillen (n=5, #p<0,05 vs. RacET).  
B A 
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Erhöhter TGF-β1-Gehalt  in  linksatrialen Herzohren bei Patienten mit 
Vorhofflimmern 
A: Mittels densitometrischer Auswertung der TGF-β1-Quantifizierung durch Westen Blot-
Analysen, konnte eine deutliche Expressionssteigerung des Cytokins in linken Herzohrproben 
aus Patienten mit Vorhofflimmern identifiziert werden (n=7, p<0,05 vs. SR). Darunter: 
repräsentativer TGF-β1-Western-Blot im Vergleich zur GAPDH-Proteinladekontrolle. 
B: Auch auf mRNA-Ebene konnte diese Vervielfältigung durch eine Real-Time-PCR detektiert 





























Steigerung der CTGF-Proteinexpression in TGF-β1-überexprimierenden 
transgenen Mäusen 
Die Real-Time-PCR-Auswertungen belegten einen signifikanten Anstieg der Proteinexpression 
des connective tissue growth factors in genetisch veränderten Mäusen mit einer TGF-β1-
gesteigerten Proteinbiosynthese im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (n=5; p<0,05). Somit scheint 
das Zytokin auch auf die molekularbiologischen Interaktionen in der postulierten 































LOX-Proteinexpressionssteigerung in TGF-β1-TG-Mäuen 
Die densitometrische Quantifizierung der LOX-Proteinmessungen mittels Western Blot-
Analyse, ergab eine Zunahme der  Expression des Enzyms im Myokard transgener Mäuse, 
welche hinsichtlich einer konstitutiven Überproduktion von TGF-β1 genetisch modifiziert 
wurden. Leider wurde das Signifikanzniveau, womöglich wegen zu geringer Stückzahl, nicht 















Rac1-Protein- und –mRNA-Expression in TGF-β1-TG-Mäusen 
A: Die Densitometrie ergab eine gesteigerte Rac1-Proteinexpression in den genetisch 
modifizierten Tieren im Vergleich zu den Wildtypen (n=4; p<0,05 vs. WT). Darunter: 
Repräsentativer Western Blot mit Tubulin-Proteinladekontrolle.  
B: Betrachtungen auf mRNA-Ebene konnten diesen Effekt bestätigen und mittels Real-Time-
PCR quantifiziert werden. Auch hier zeigte sich eine mehr als verdoppelte Expression der Rac1-
GTPase in TGF-β1-überexprimierenden Mäusen in Bezug auf ihre genetisch unauffälligen 
Artgenossen (n=5; p<0,05). 
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Gesteigerte Fibronektin-Proteinexpression in linksatrialen Appendices bei 
Patienten mit Vorhofflimmern 
Das linksatriale Vorhofmyokard von Patienten, die unter Vorhofflimmern leiden, ergab in der 
densitometrischen Quantifizierung, normiert auf GAPDH als Proteinladekontrolle, einen 
signifikant erhöhten Gehalt des Fibronektin-Proteins, verglichen mit dem des entsprechenden 
Gewebes eines Patienten im Sinusrhythmus (n=5, *p<0,05). Darunter: Repräsentativer 















Regulation des Fibronektin-Proteingehalts in neonatalen kardialen 
Rattenfibroblasten durch AngII-, CTGF- und LOX-Aktivitätsmodulation  
Die Quantifizierung der Western Blot-Analysen aus neonatalen kardialen Rattenfibroblasten 
zeigte eine Beeinflussung der Fibronektin-Expression, im Vergleich zu der von GAPDH, durch 
mehrere Regulatormoleküle: Die Behandlung der myokardialen Zellen mit AngII (1yM für 3 
Std.) ergab eine signifikante Expressionssteigerung des Fibronektin-Proteins (n=5, *p<0,05 vs. 
Kontrolle (C)), ebenso die Behandlung mit rekombinantem CTGF (n=5, **p<0,05). Beide 
Effekte wurden durch Präinkubation mit dem spezifischen LOX small molecule inhibitor b-
aminopropionitrile (BAPN, 100nM für 21Std.) fast vollständig verhindert (n=5, #p<0,05 vs. 
AngII, ##p<0,05 vs. CTGF). Darunter: Repräsentativer Fibronektin-Western Blot verglichen 



























Reduktion der Fibronektin-Expression durch Statinbehandlung in vivo 
Die densitometrischen Analysen der Fibronektin-Expression im Vergleich zu der von GAPDH 
in transgenen Mäusen, die, kontrolliert durch den α-myosin heavy chain (MHC) Promotor, 
kardiales konstitutiv aktives (V12) Rac1 überexprimieren (RacET), ergaben eine deutlich 
gesteigerte Expression von Fibronektin in den gentechnisch veränderten Tieren, verglichen mit 
den WT-Mäusen (n=5 pro Gruppe, *p<0,05 vs. WT). Durch Fütterung von Rosuvastatin 
(0,4mg/Tag p.o.) für 10 Monate an die RacET-Mäuse (RacET+Statin), konnte die Erhöhung des 
Fibronektin-Gehalts deutlich reduziert werden (n=5, #p<0,05 vs. RacET). Darunter: 
Repräsentativer Fibronektin-Western Blot verglichen mit entsprechender GAPDH-
Proteinladekontrolle. 
 
RacET-                                             
Mäuse 







Veränderte Expressionsmuster der Signaltransduktoren  legen eine Beteiligung 
des Signalwegs an den strukturellen Umbaumechanismen  des atrialen Myokards  
in der Genese von Vorhofflimmern nahe 
Die AngII getriggerte Stimulation von TGF-β vermag eine Lokalisationsänderung der small 
molecule GTPase Rac1 vom Zytosol zur Zellmembran zu induzieren. In der Folge wird die 
NADPH-Oxidase aktiviert, wodurch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen, die wiederum, 
durch Vermittlung über den Botenstoff CTGF, die Synthese der Lysyl Oxidase steigern. 
Aufgrund des anschließenden vermehrten Crosslinkings der Kollagenfibrillen und der 
gleichzeitigen Aktivierung  von Fibronektin werden  profibrotische Remodelingprozesse im 
Vorhofmyokard begünstigt, die letztendlich entscheidend zu der Entstehung und der 
Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern beitragen (Kollagenfibrillen modifiziert aus [97]).
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